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DESCRIPCION

Utilizacion de péptidos de tipo Bnp para la evaluacion del riesgo de sufrir insuficiencia cardiaca como consecuencia
de la sobrecarga de volumen

La presente solicitud se refiere a la utilizacién de hormonas cardiacas para evaluar el riesgo de insuficiencia cardiaca
de un paciente con respecto a la administracién de un farmaco antiinflamatorio, particularmente los NSAID
(farmacos antiinflamatorios no esteroideos) o esteroides, mas particularmente los inhibidores selectivos de Cox-2.

Un objetivo de la medicina moderna es proporcionar regimenes de tratamiento personalizados o individualizados. Es
decir, regimenes de tratamiento que consideran las necesidades o riesgos individuales del paciente. Resulta de
particular importancia el riesgo o complicacién cardiovascular, particularmente un riesgo o complicacion
cardiovascular no identificado.

Los inhibidores selectivos de Cox-2 son potentes farmacos antiinflamatorios ampliamente utilizados. En comparacion
con muchos otros farmacos antiinflamatorios, aparentemente provocan menos efectos secundarios
gastrointestinales, tales como sangrados o Ulceras gastrointestinales. Por lo tanto, para muchos pacientes el
tratamiento con inhibidores selectivos de Cox-2 es el tratamiento de eleccion.

Sin embargo, recientemente se ha observado que los inhibidores selectivos de Cox-2 pueden conducir a
complicaciones cardiovasculares, posiblemente seguidas de descompensacion cardiaca e incluso la muerte.
Rofecoxib (VIOXXTM), un inhibidor selectivo de Cox-2, recientemente ha sido retirado del mercado voluntariamente
por la compafia fabricante, Merck, después de que un incremento de 3,9 veces de la tasa de sucesos
tromboembdlicos graves condujese a la interrupcion prematura del estudio APPROVE (Prevencion de Pdlipos
Adenomatosos con VIOXX). Sélo los pacientes sin ningun riesgo cardiovascular identificable fueron incluidos en
dicho estudio para la prevencion secundario de los adenomas de colon. Incluso en la etapa temprana post-
observacion se habian medido niveles de presion sanguinea mas altos con 25 mg de rofecoxib que con un placebo.
Se habian observado 16 sucesos cardiovasculares adicionales por cada 1.000 pacientes tratados (infarto de
miocardio, ictus) con 25 mg de rofecoxib comparado con un placebo (Topol E.J., Failing the public health --rofecoxib,
Merck, y la FDA. N. Engl. J. Med. 351: 1707-9, 2004) tras 18 meses de seguimiento. También se ha sospechado de
un riesgo cardiovascular incrementado en otros estudios (VIGOR), apoyado por datos de un reciente metaanalisis
(Bombardier C., Laine L., Reicin A., Shapiro D., Burgos-Vargas R., Davis B., Day R., Ferraz M.B., Hawkey C.J.,
Hochberg M.C., Kvien T.K., Schnitzer T.J.; grupo de estudio de VIGOR Comparison of upper gastrointestinal toxicity
of rofecoxib and naproxen in patients with rheumatoid arthritis [Comparacién entre la toxicidad gastrointestinal
superior del rofecoxib y del naproxeno en pacientes con artritis reumatoide] Grupo de estudio de VIGOR. N. Engl. J.
Med. 343: 1520-8, 2000; Juni P., Nartey L., Reichenbach S., Sterchi R., Dieppe P.A., Egger M., Risk of
cardiovascular events and rofecoxib cumulative meta-analysis. Lancet 2004; en Internet antes de la publicacion
impresa).

Se sospechan efectos secundarios cardiovasculares similares dentro del contexto de un efecto de clase de otros
inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa (COX)-2, tales como el celecoxib (CelebrexTM, Pfizer), lumiracoxib
(Prexige™, Novartis) y parecoxib, un profarmaco del valdecoxib, aunque a una tasa de incidencia mas baja
(Fitzgerald G.A. Coxibs and cardiovascular disease. N. Engl. J. Med. 351: 1709-1711. Mukherjee D., Nissen S.E.,
Topol E.J., Risk of cardiovascular events associated with selective COX-2 Inhibitors. JAMA 286: 954-959, 2001).

Las complicaciones cardiovasculares, tales como el infarto agudo de miocardio o el ictus, pueden conducir a
problemas de salud graves e incluso a la muerte. Por lo tanto, muchos pacientes que se beneficiarian claramente del
tratamiento con inhibidores selectivos de Cox-2 no son tratados porque se desconoce si el tratamiento podria
resultar en una complicacién cardiovascular.

Los problemas o riesgos cardiovasculares pueden no manifestar sintomas durante largos periodos de tiempo. Por lo
tanto, el diagnéstico fiable de la presencia de un riesgo cardiovascular resulta mas dificil y se presta a mas errores
de lo que se cree generalmente. En particular, los médicos generalistas y los no cardidlogos con frecuencia no
identifican un problema cardiovascular que previamente ha pasado inadvertido.

En el estado actual de la técnica, Unicamente resulta posible excluir a los pacientes con sintomas cardiovasculares o
un historial conocido de enfermedad cardiaca o hipertension del tratamiento con inhibidores selectivos de Cox-2.

Este control de los riesgos resulta insuficiente, ya que los pacientes asintomaticos también podrian desarrollar una
complicacion cardiovascular debido a una predisposicion no identificada, por ejemplo la presencia de una placa
arterial. Tal como se ha indicado anteriormente, sélo los pacientes sin ningun riesgo cardiovascular identificable
fueron incluidos en el estudio APPROVE, y sin embargo el tratamiento condujo a complicaciones cardiovasculares
en varios pacientes.

En la técnica anterior, no se hace ninguna sugerencia sobre cémo el riesgo de una complicacion cardiovascular
asociada al tratamiento con un farmaco antiinflamatorio, en particular un inhibidor selectivo de Cox-2, puede ser
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diagnosticado. En particular no se hace ninguna referencia a como puede realizarse dicho diagndstico en pacientes
que no presentan ningun historial conocido de complicaciones cardiovasculares.

Lo anterior no solo resulta aplicable a los inhibidores selectivos de Cox-2, sino también a otras clases de farmacos
antiinflamatorios, por ejemplo los inhibidores de Cox-2 y de otras dianas (por ejemplo Cox-1), y que también podrian
provocar complicaciones cardiovasculares. Entre los ejemplos de estas otras clases de farmacos antiinflamatorios se
incluyen los inhibidores no selectivos de Cox-2 (compuestos que inhiben Cox-1 y Cox-2). Aunque el riesgo de
conducir a complicaciones cardiovasculares no es tan alto como el de los inhibidores selectivos de Cox-2, pueden
darse casos en los que debe considerarse una posible complicacion cardiovascular.

Por ejemplo, también se sospechan efectos secundarios cardiovasculares para otros farmacos antiinflamatorios, en
particular otros NSAID o esteroides.

Maindani Muhammad et al., Lancet, edicion norteamericana, 363(9423):1751-1756, dan a conocer que los individuos
que han recibido la administracion de rofecoxib presentan un mayor riesgo de sufrir insuficiencia cardiaca
congestiva. En particular se da a conocer que los pacientes con un historial de insuficiencia cardiaca congestiva
relacionada con la admision, al ser tratados con rofecoxib, deben tratarse con posibles efectos adversos (en 434
casos).

La patente US n° 2003/0022235 da a conocer que BNP puede utilizarse para determinar un prondstico de un
paciente diagnostica con un sindrome coronario agudo sin elevacion de ST. El resultado adverso que puede
pronosticarse es, por ejemplo, muerte, infarto de miocardio e insuficiencia cardiaca congestiva.

Ruskoaho, Endocrine Reviews 24(3):341-356 da a conocer el valor general de una hormona cardiaca como
herramienta diagndstica en la insuficiencia cardiaca y proporciona una revision del valor de los péptidos natriuréticos
como herramientas diagnosticas. Estas hormonas se describen como predictivas de sucesos cardiovasculares
graves (agudos) en el futuro, en pacientes con insuficiencia cardiaca (ver resumen). Dicho documento proporciona
una revision del valor de los péptidos natriuréticos como herramientas diagnédsticas. Se afirma que "...también han
aparecido informes contradictorios sobre el valor diagnostico de los compuestos cardiacos, no son especificos para
ninguna enfermedad y la magnitud de los efectos de la edad y el género de BNP en el subgrupo normal sugieren
que estos parametros deben ser considerados al interpretar los niveles de hormona cardiaca".

Por lo tanto, existe una necesidad de un método o medio para identificar los pacientes de riesgo antes de que
reciban tratamiento con farmacos antiinflamatorios, particularmente NSAID o esteroides, mas particularmente
inhibidores selectivos de Cox-2. En particular, existe una necesidad de proporcionar un medio diagnéstico adecuado.
En particular, existe una necesidad de un medio diagndstico que permita identificar los pacientes de riesgo que no
presentan historia, o historia conocida, de un riesgo de insuficiencia cardiaca o complicacién cardiaca. En particular,
los medios diagnédsticos deben ser fiables y adecuados para la utilizacién por médicos generalistas y no cardiélogos.

El objetivo de la solicitud es un método para diagnosticar el riesgo de que un paciente sufra insuficiencia cardiaca
como consecuencia de la administracién de un compuesto inhibidor de COX-2, en el que el paciente o pacientes no
muestran sintomas evidentes de una enfermedad, riesgo o complicacion cardiovascular preexistente, que
comprende las etapas de:

a) medir in vitro el nivel de un péptido natriurético del grupo BNP y NTproBNP,

b) diagnosticar el riesgo del paciente mediante comparacion del nivel medido con 10 niveles conocidos
asociados a diferentes grados de riesgo en un paciente, y en el que el riesgo no se debe a un incremento del
volumen de sangre o del volumen intravasal.

Otro objetivo de la solicitud es un método para diagnosticar el riesgo cardiovascular de un paciente que es un
candidato para la administracion de un inhibidor selectivo de COX-2 6 para el seguimiento del riesgo cardiovascular
en un paciente que no manifiesta sintomas evidentes de un trastorno cardiovascular y que esta siendo tratado con
un inhibidor selectivo de COX-2, en el que en una muestra de liquido corporal o tejido del paciente, se mide el nivel
de un péptido natriurético del grupo BNP y NTproBNP in vitro mediante un medio diagndstico capaz de medir dicha
hormona.

Otro objetivo de la solicitud es un método para decir si iniciar el tratamiento de un paciente con un compuesto que
presenta propiedades inhibidoras de COX-2, en el que el método comprende:

a) medir in vitro el nivel de un péptido natriurético del grupo BNP y NTproBNP en el paciente,
b) diagnosticar el riesgo del paciente mediante comparacion del nivel medido con uno o mas niveles conocidos
asociados a diferentes grados de riesgo en un paciente,
c) en el que,
ca) en el caso de que se diagnostique que el riesgo no se encuentra incrementado, se recomienda el inicio
del tratamiento y/o
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cb) en el caso de que se diagnostique que el riesgo se encuentra incrementado o altamente incrementado, se
recomienda no llevar a cabo el tratamiento.

El compuesto que presenta propiedades inhibidoras de Cox-2 (también denominado inhibidor de Cox-2) también
puede ser cualquier compuesto que presente propiedades antiinflamatorias (por ejemplo puede ser un esteroide o
NSAID). Mas preferentemente, el compuesto es un inhibidor selectivo de Cox-2.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, resulta evidente que los métodos preferentemente se llevan a cabo
antes de administrar el compuesto en cuestion.

El compuesto que presenta propiedades inhibidoras de Cox-2 (también denominado inhibidor de Cox-2) también
puede ser cualquier compuesto que presente propiedades antiinflamatorias (por ejemplo puede ser un esteroide o
NSAID). Mas preferentemente, el compuesto es un inhibidor selectivo de Cox-2.

La presente solicitud proporciona métodos simples y econdmicos, y medios para cribar pacientes que estan a punto
de recibir medicacién con un compuesto que presenta propiedades inhibidoras de Cox-2, particularmente un
inhibidor selectivo de Cox-2, para su riesgo de desarrollar una complicacion cardiovascular como consecuencia de
dicha medicacion. Dicha medicacion puede comprender cualquier farmaco o compuesto antiinflamatorio que
presenta propiedades inhibidoras de Cox-2, en particular un NSAID, esteroide, inhibidor selectivo de Cox-2 6
cualquier combinacién de los mismos. Por ejemplo, dicha medicaciéon puede comprender el tratamiento combinado
con un esteroide y un inhibidor selectivo de Cox-2 6 puede comprender el tratamiento combinado con un inhibidor
selectivo de Cox-2 y otro NSAID (ver también el Ejemplo 5). La presente invencién proporciona ademas niveles de
hormonas cardiacas que indican la existencia o la severidad de un riesgo cardiovascular en pacientes con o sin
sintomas evidentes de un trastorno cardiovascular y/o de una enfermedad cardiovascular.

Puede suponerse que los pacientes con un trastorno cardiovascular en su historial clinico (infarto de miocardio,
angina de pecho inestable, enfermedad arterial coronaria, insuficiencia cardiaca, CABG (injerto de derivacion arterial
coronaria), ictus) o los pacientes con un trastorno inflamatorio subyacente, tal como poliartritis crénica, osteoartritis o
artritis reumatoide u otros trastornos reumatoides, presentan una predisposicion a la aparicion de complicaciones
cardiovasculares. En la artritis reumatoide, la tasa de muerte cardiovascular es particularmente alta por diversos
motivos.

Ademas, puede suponerse que los individuos que presentan un historial de enfermedad cardiovascular (es decir,
individuos que sufren, por ejemplo, angina de pecho estable (APE) e individuos con sindromes coronarios agudos
(SCA)) presentan una predisposicion a la aparicion de complicaciones cardiovasculares. Los pacientes de ACS
pueden manifestar angina de pecho inestable (API) o estos individuos pueden haber sufrido ya un infarto de
miocardio (IM) El IM puede ser un IM con elevacién de ST o un IM sin elevacion de ST. A la aparicién de un IM
puede seguir una disfuncion ventricular izquierda (DVI). Finalmente, los pacientes de DVI experimentan insuficiencia
cardiaca congestiva (ICC) con una tasa de mortalidad de aproximadamente 15%.

Entre los sintomas de las enfermedades cardiovasculares pueden incluirse, por ejemplo, nuevas ondas Q o bloqueo
de una rama, signos de ictus no fatal, la aparicion o empeoramiento de la insuficiencia cardiaca, segun sugiera el
desarrollo de edema o el empeoramiento del edema preexistente de las extremidades inferiores, rales en la
auscultaciéon o congestion pulmonar, nueva aparicion de hipertension arterial o empeoramiento de hipertension
arterial preexistente, y trombosis venosa.

Los sintomas de las enfermedades cardiovasculares se han clasificado en un sistema de clasificacion funcional
segun la New York Heart Association (NYHA). Los pacientes de clase | no presentan sintomas evidentes de
enfermedad cardiovascular. La actividad fisica no se encuentra limitada y la actividad fisica ordinaria no causa fatiga
indebida, palpitaciones o disnea (falta de aliento). Los pacientes de clase Il presentan una ligera limitaciéon de la
actividad fisica. Se encuentran comodos en reposo, pero la actividad fisica ordinaria resulta en fatiga, palpitaciones o
disnea. Los pacientes de clase Ill presentan una limitacion marcada de la actividad fisica. Se encuentran cémodos
en reposo, pero una actividad inferior a la ordinaria resulta en fatiga, palpitaciones o disnea. Los pacientes de clase
IV no pueden realizar ninguna actividad fisica sin experimentar molestias. Muestran sintomas de insuficiencia
cardiaca en reposo. En el caso de que realicen cualquier actividad fisica, se incrementan las molestias.

En el contexto de la presente solicitud, una complicaciéon cardiovascular segun la presente invencion finalmente
puede causar sintomas, particularmente sintomas segun NYHA de clase II-IV, mas particularmente segun NYHA de
clase llI-IV.

La presente solicitud resulta particularmente ventajosa para identificar pacientes de riesgo que no muestran
sintomas de una enfermedad, riesgo o complicacion cardiovascular preexistente. La presente invencion también
resulta Util para confirmar o realizar el seguimiento del estado de riesgo del paciente que muestra sintomas de una
enfermedad cardiovascular.
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Los pacientes que presentan una enfermedad cardiovascular subyacente pueden excluirse per se del tratamiento
con un compuesto que presenta actividad inhibidora de Cox-2, particularmente un inhibidor selectivo de Cox-2, en el
caso de que el paciente muestre sintomas que permitan estratificar el riesgo del paciente de sufrir una complicacion
cardiovascular, es decir, sin medir el nivel de una hormona cardiaca. Dicha exclusiéon se produce en particular en
pacientes que sufren enfermedades cardiacas coronarias isquémicas, que han sufrido un inctus o en pacientes
clasificados segun NYHA en las clases llI-IV. Aunque un compuesto que presenta actividad inhibidora de Cox-2,
particularmente un inhibidor selectivo de Cox-2, no debe administrarse en estos pacientes, la medicion de una
hormona cardiaca segun la invencidon podria permitir la estabilizacion de riesgos individual y el inicio de un
tratamiento del paciente con un compuesto que presente actividad inhibidora de Cox-2, particularmente un inhibidor
selectivo de Cox-2, y/o una supervision del tratamiento, en el caso de que exista una necesidad del tratamiento o
éste se encuentre altamente recomendado.

En los casos en los que los sintomas no permitan una clasificacién inequivoca del paciente (y, por lo tanto, no
permitan una decision de excluir el paciente del tratamiento con un compuesto que presenta actividades inhibidoras
de Cox-2), o en casos en los que el paciente no muestra un riesgo reconocible de sufrir una complicacion
cardiovascular, puede llevarse a cabo una evaluacién de riesgos individual tras medir las hormonas cardiacas. La
evaluacion individual se lleva a cabo en particular en pacientes pertenecientes a grupos de riesgo, es decir, que
presentan un historial de determinadas enfermedades o una historia vital que es conocido que incrementa la
probabilidad de sufrir una complicacién cardiovascular.

La evaluacion de riesgos individual en particular resulta beneficiosa en los grupos de pacientes siguientes: pacientes
clasificados segun NYHA en la clase I-ll, pacientes que sufren de diabetes, hiperlipemia, hipertonicidad, en
fumadores y en pacientes de edad avanzada, por ejemplo mayores de 55 afios.

La utilizacién de hormonas cardiacas y péptidos natriuréticos como marcadores moleculares o bioquimicos es
conocida. En la patente WO n° 02/089657 se ha sugerido medir el péptido natriurético cerebral (PNC) para
diagnosticar diversas disfunciones miocardicas. En la patente WO n°® 02/083913 se ha sugerido utilizar BNP para
predecir la morbilidad o mortalidad a corto plazo en pacientes con sindromes coronarios agudos sin elevacion de ST.
En una solicitud de patente europea previamente no publicada (EP n°® 1.577.673 A1) se ha sugerido utilizar péptidos
natriuréticos para diagnosticar el riesgo de un paciente de sufrir una complicacion cardiovascular como
consecuencia de un incremento del volumen intravasal.

La presente solicitud resulta particularmente ventajosa para el médico generalista, para médicos especialistas y para
salas, departamentos o clinicas especializados, que frecuentemente no disponen de acceso a examenes
cardiologicos extensivos realizados por cardidlogos. La presente invencidon proporciona medios y métodos para
dichos no cardidlogos para el cribado simple y fiable de pacientes y la identificacion de aquellos pacientes que
presentan un riesgo cardiovascular respecto a la administracion de un inhibidor de Cox o de un farmaco
antiinflamatorio, en particular respecto a la administracién de un NSAID, un esteroide o un inhibidor selectivo de
Cox-2. Preferentemente, la decision sobre continuar o iniciar el tratamiento con el inhibidor de Cox-2, en particular el
NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2, sera tomada por un médico. Mas preferentemente, la decision
sobre continuar o iniciar el tratamiento con el inhibidor de Cox-2, en particular el NSAID, esteroide o inhibidor
selectivo de Cox-2, sera tomada por un cardiélogo o tras la consulta con un cardidlogo. Lo anterior resulta aplicable
en particular a casos en los que se miden niveles elevados de la hormona u hormonas cardiacas o el péptido o
péptidos natriuréticos. En los casos en los que se diagnostica que el paciente no presenta riesgo cardiovascular, la
decision de continuar o iniciar el tratamiento con un compuesto inhibidor de Cox-2, particularmente un NSAID,
esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2, puede ser tomada por un médico no cardidlogo.

La solicitud se beneficia de determinados marcadores bioquimicos o moleculares. Las expresiones "marcador
bioquimico" y "marcador molecular" son conocidas por el experto en la materia. En particular, los marcadores
bioquimicos o moleculares son productos de expresion génica que se expresan diferencialmente (es decir, se
encuentran regulados positiva o negativamente) en presencia o en ausencia de una determinada condicion,
enfermedad o complicacion. Habitualmente, se define marcador molecular como un acido nucleico (tal como un
ARNmM), mientras que un marcador bioquimico es una proteina o péptido. El nivel de un marcador bioquimico o
molecular adecuado puede indicar la presencia o ausencia de la condicion, enfermedad, riesgo o complicacion, y de
esta manera permitir el diagndstico.

La presente solicitud se beneficia particularmente de los péptidos natriuréticos como marcadores bioquimicos. Debe
indicarse que los péptidos natriuréticos pueden ser secretados en respuesta a la isquemia. Ademas, en el contexto
de la presente invencion se considera la utilizacion de combinaciones de cualesquiera péptidos natriuréticos a modo
de marcadores bioquimicos.

Los péptidos natriuréticos segun la presente solicitud comprenden péptidos de tipo BNP y variantes de los mismos
(ver, por ejemplo, Bonow R.O., New insights into the cardiac natriuretic peptides, Circulation 93: 1946-1950, 1996).

Los péptidos de tipo BNP comprenden pre-proBNP, proBNP, NT-proBNP y BNP.
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El prepropéptido (134 aminoacidos en el caso de pre-proBNP) comprende un péptido de sefal corto, que se escinde
enzimaticamente para liberar el propéptido (108 aminoacidos en el caso de proBNP).El propéptido es cortado
adicionalmente formando un propéptido N-terminal (NT-propéptido, 76 aminoacidos en el caso de NT-proBNP) y la
hormona activa (32 aminoacidos en el caso de BNP).

Los péptidos natriuréticos preferentes segun la presente solicitud son NT-proBNP, BNP y variantes de los mismos.
BNP son las hormonas activas y presentan una semivida mas corta que sus contrapartidas inactivas respectivas,
NT-proBNP. BNP resulta metabolizado en la sangre, mientras que NT-proBNP circula en la sangre en forma de
molécula intacta y en esta forma resulta eliminada renalmente. La semivida in vivo de NT-proBNP es 120 minutos
mas prolongada que la de BNP, que es de 20 minutos (Smith M.W., Espiner E.A., Yandle T.G., Charles C.J.,
Richards A.M. Delayed metabolism of human brain natriuretic peptide reflects resistance to neutral endopeptidase. J
Endocrinol. 167: 239-46, 2000).

Los resultados preanaliticos son mas robustos con NT-proBNP, permitiendo el facil transporte de la muestra a un
laboratorio central (Mueller T., Gegenhuber A., Dieplinger B., Poelz W., Haltmayer M.. Long-term stability of
endogenous B-type natriuretic peptide (BNP) and amino terminal proBNP (NT-proBNP) in frozen plasma samples.
Clin. Chem. Lab. Med. 42:942-4, 2004). Las muestras de sangre pueden almacenarse a temperatura ambiente
durante varios dias o pueden enviarse por correo o embarcarse sin pérdidas en la recuperacion. En contraste, el
almacenamiento de BNP durante 48 horas a temperatura ambiente o a 4°C conduce a una pérdida de la
concentracion de por lo menos 20% (Mueller T., Gegenhuber A. et al., Clin. Chem. Lab. Med. 42: 942-4, 2004, supra;
Wu AH, Packer M, Smith A, Bijou R, Fink D, Mair J, Wallentin L, Johnston N, Feldcamp CS, Haverstick DM, Ahnadi
CE, Grant A, Despres N, Bluestein B, Ghani F. Analytical and clinical evaluation of the Bayer ADVIA Centaur
automated B-type natriuretic peptide assay in patients with heart failure: a multisite study. Clin Chem 50: 867-73,
2004).

Por lo tanto, dependiendo del curso temporal o propiedades de interés, puede resultar ventajosa la medicion de la
forma activa o de las formas inactivas del péptido natriurético. Los péptidos natriuréticos mas preferentes segun la
presente invencion son NT-proBNP o variantes del mismo.

El término "variantes" en el presente contexto se refiere a péptidos sustancialmente similares a dichos péptidos. La
expresion "sustancialmente similar" es perfectamente conocida por el experto en la materia. En particular, una
variante puede ser una isoforma o alelo que muestra intercambios de aminoacidos en comparacion con la secuencia
de aminoacidos de la isoforma del péptido mas prevalente en la poblacion humana. Preferentemente, dicho péptido
sustancialmente similar presenta una similitud de secuencias a la isoforma mas prevalente del péptido de por lo
menos 80%, preferentemente de por lo menos 85%, mas preferentemente de por lo menos 90% y todavia mas
preferentemente de por lo menos 95%. También son sustancialmente similares los productos de degradacion
proteolitico que todavia son reconocidos por los medios diagnésticos o por ligandos dirigidos contra el péptido de
longitud completa respectivo.

El término "variante" se refiere ademas a un péptido modificado post-traduccionalmente, tal como un péptido
glucosilado. Una "variante" también es un péptido que ha sido modificado tras la recoleccion de la muestra, por
ejemplo mediante unién covalente o no covalente de un marcaje, particularmente un marcaje radioactivo o
fluorescente, al péptido.

La solicitud comprende la medicién de diferentes hormonas cardiacas en combinacién, simultdneamente o no
simultaneamente. Por ejemplo, la medicion de diferentes hormonas cardiacas puede proporcionar informacion
adicional importante, por ejemplo sobre el curso temporal de una complicaciéon cardiovascular en desarrollo. Por lo
tanto, la presente invencion se refiere ademas a la medicion de un péptido de tipo BNP o a una variante del mismo.

El término "diagnosticar" es conocido por el experto en la materia. Se entiende que diagnosticar se refiere a tomar
conciencia de una condicion médica, enfermedad, complicacion o riesgo particular. También puede entenderse que
diagnosticar se refiere a detectar o determinar la presencia de una condicion médica, enfermedad, complicacién o
riesgo particular. Diagnosticar segun la presente invencidon también incluye el seguimiento, confirmacion,
subclasificacién y prediccion de la enfermedad, complicacion o riesgo relevante. El seguimiento se refiere a llevar un
control de un riesgo o complicacion ya diagnosticado, por ejemplo para analizar una elevacién o reduccion del riesgo
o la influencia de un tratamiento particular sobre la elevacion o reduccién del riesgo. La confirmacion se refiere a la
corroboraciéon o respaldo de un diagndstico ya realizado utilizando otros indicadores o marcadores. La
subclasificacion se refiere a la definicion adicional de un diagndstico segun diferentes subclases del riesgo de
enfermedad diagnosticado, por ejemplo definir como riesgo incremento o riesgo altamente incrementado. La
prediccion se refiere a la evaluacion de un riesgo cardiovascular antes de que se pongan de manifiesto o se hayan
alterado significativamente otros sintomas o marcadores.

Los individuos que sufren una enfermedad cardiovascular pueden ser individuos que sufren angina de pecho estable
(APE) e individuos con sindromes coronarios agudos (SCA). Los pacientes de ACS pueden manifestar angina de
pecho inestable (API) o estos individuos pueden haber sufrido ya un infarto de miocardio (IM) El IM puede ser un IM
con elevacion de ST o un IM sin elevacién de ST. A la aparicion de un IM puede seguir una disfuncién ventricular
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izquierda (DVI). Finalmente, los pacientes de DVI experimentan insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) con una tasa
de mortalidad de aproximadamente 15%.

Ademas, los individuos que sufren una complicacién cardiovascular pueden ser individuos que sufren un ictus. El
término "ictus" se refiere a cualquier suceso cerebrovascular en el que el flujo de sangre a regiones pequefias o
grandes del cerebro se interrumpe, por ejemplo debido a una hemorragia en el cerebro o a una trombosis de una
arteria cerebral. Un ictus puede resultar en una pérdida temporal de la conciencia o en paralisis. En este caso, el
ictus se denomina "ictus apoplético".

Los individuos pueden manifestar sintomas clinicos (por ejemplo disnea, dolor toracico; ver también la clasificacion
de NYHA, posteriormente) y pueden ser asintomaticos. Aunque la presente invenicdn resulta particularmente
ventajosa para identificar los pacientes de riesgo que no muestran sintomas de una enfermedad, riesgo o
complicacion cardiovascular preexistente, también resulta Gtil en otros contextos, por ejemplo para confirmar o
seguir el estado de riesgo del paciente que muestra sintomas de una enfermedad cardiovascular.

La expresion "riesgo cardiovascular" se refiere al riesgo de desarrollar una complicacion cardiovascular.

La presente solicitud se refiere a la insuficiencia cardiaca que se desarrolla como consecuencia de la administracion
de un farmaco antiinflamatorio o inhibidor de Cox-2, particularmente un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de
Cox-2. Las complicaciones cardiovasculares también se conocen como "sucesos cardiovasculares". A continuacion
se utiliza unica o mayoritariamente la expresion "complicacion cardiovascular".

La expresion "insuficiencia cardiaca" es conocida por el experto en la materia. De esta manera, una insuficiencia
cardiaca segun la presente invencion se refiere a insuficiencia cardiaca (particularmente insuficiencia cardiaca
aguda) conocida por el experto en la materia. La trombosis arterial puede provocar sindromes coronarios (por
ejemplo infarto de miocardio agudo o ictus).

Particularmente, la expresion "complicacion cardiovascular" se refiere a una complicacion en el sistema arterial, por
ejemplo SCA, API, IM con elevacién de ST, IM sin elevacion de ST, o ictus.

Mas particularmente, la expresiéon "complicacion cardiovascular" se refiere a IM, IM con elevacion de ST, IM sin
elevacion de ST, o ictus.

Los sintomas de las enfermedades cardiovasculares son conocidos por el experto en la materia y pueden incluir, por
ejemplo, nuevas ondas Q o el bloqueo de una rama, signos de ictus no fatal, la aparicién o empeoramiento de
insuficiencia cardiaca, tal como sugiere el desarrollo de edema o el empeoramiento de edema preexistente de las
extremidades inferiores, rales en la auscultacion o congestion pulmonar, nueva apariciéon de hipertension arterial o
empeoramiento de la hipertension arterial preexistente, y trombosis venosa.

Los sintomas de las enfermedades cardiovasculares se han clasificado en un sistema de clasificacion funcional
segun la New York Heart Association (NYHA). Los pacientes de Clase | no presentan sintomas evidentes de
enfermedad cardiovascular. La actividad fisica no se encuentra limitada y la actividad fisica ordinaria no causa fatiga
indebida, palpitaciones o disnea (falta de aliento). Los pacientes de clase Il presentan una ligera limitaciéon de la
actividad fisica. Se encuentran comodos en reposo, pero la actividad fisica ordinaria resulta en fatiga, palpitaciones o
disnea. Los pacientes de clase lll presentan una limitacion marcada de la actividad fisica. Se encuentran cémodos
en reposo, pero una actividad inferior a la ordinaria resulta en fatiga, palpitaciones o disnea. Los pacientes de clase
IV no pueden realizar ninguna actividad fisica sin experimentar molestias. Muestran sintomas de insuficiencia
cardiaca en reposo. En el caso de que realicen cualquier actividad fisica, se incrementan las molestias.

Una complicacion cardiovascular finalmente puede provocar sintomas, particularmente sintomas segun la NYHA.
de clase II-IV, mas particularmente segun NYHA de clase IlI-IV.

Otra caracteristica de una complicacién o insuficiencia cardiovascular puede ser la "fraccion de eyeccion ventricular
izquierda" (FEVI), también conocida como "fraccién de eyeccion". Las personas con un corazon sano habitualmente
presentan una FEVI intacta, que se describe generalmente como superior a 50%. La mayoria de personas con una
enfermedad cardiaca sistélica que es sintomatica generalmente presentan una FEVI de 40% o inferior.

Una complicacion cardiovascular (por ejemplo IM) finalmente puede resultar en una FEVI de 40% o inferior.

Una insuficiencia cardiaca puede ser "compensada" o "descompensada". El término "compensada" se refiere a que
la demanda corporal habitual de oxigeno todavia puede ser satisfecha, mientras que "descompensada” se refiere a
que la demanda corporal habitual de oxigeno ya no es satisfecha.

El término "diagnosticar" referido a la insuficiencia cardiaca segun la presente invencion incluye diagnosticar (es
decir, tomar conciencia) de una insuficiencia cardiaca, aunque también el seguimiento de una elevacion o reduccion
de una insuficiencia cardiaca preexistente o conocida.
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El término "paciente" segun la presente solicitud se refiere a un individuo sano, a un individuo aparentemente sano,
o particularmente a un individuo que sufre una enfermedad. El paciente puede ser un individuo tanto varén como
mujer, ya que la presente invencion resulta adecuada para diagnosticar ambos grupos. Particularmente, el paciente
que sufre y/o es tratado de reumatismo, artritis reumatoide (poliartritis cronica), osteoartritis, artritis psoriatica,
espondiloartropatia u otras enfermedades inflamatorias u osteoartritis. El paciente también puede sufrir de
ulceraciones o cancer. En el presente contexto debe indicarse que las enfermedades anteriormente mencionadas
son enfermedades en las que la administracion de compuestos que presentan propiedades inhibidoras de Cox-2
(tales como farmacos antiinflamatorios), en particular los NSAID, los esteroides o los inhibidores selectivos de Cox-2,
se considera parte del tratamiento. Todavia mas particularmente, el paciente no presenta historial conocido de
riesgo o complicacién cardiovascular, y/o ningin sintoma o pocos sintomas de un riesgo o complicacion
cardiovascular, y/o no esta siendo tratado por una enfermedad, riesgo o complicacién cardiovascular. Sin embargo,
también individuos sanos que no presentan signos o historia de un riesgo o complicacion cardiovascular se
consideran pacientes segun la presente invencion.

Preferentemente, el paciente se tratar o sera tratado inminentemente con un farmaco antiinflamatorio. Este tipo de
paciente se entiende que es un "candidato" para el tratamiento con dicho farmaco. Mas preferentemente, el paciente
se trata o sera tratado inminentemente con un inhibidor selectivo de Cox-2. Dicho paciente se entiende que es un
"candidato" para el tratamiento con un inhibidor selectivo de Cox-2. Evidentemente el tratamiento con el farmaco o
inhibidor selectivo de Cox-2 repsectivo en general deberia considerarse una opcion de tratamiento recomendable.

Son conocidas por el experto en la materia las circunstancias bajo las que una complicacién cardiovascular puede
considerarse que aparece "como consecuencia" de la administracién de un farmaco antiinflamatorio o de un inhibidor
de Cox-2, en particular de un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2. Debe entenderse que puede no
resultar posible o necesario establecer definitivamente la relaciéon causal. Puede resultar suficiente establecer una
probabilidad suficientemente alta de que la complicacion cardiovascular ha sido precipitada, o sera precipitada, por
la administracién del farmaco antiinflamatorio o inhibidor de Cox-2, en particular de un NSAID, esteroide o inhibidor
selectivo de Cox-2. Por ejemplo, el estudio APPROVE muestra una diferencia de practicamente cuatro veces del
numero de complicaciones cardiovasculares entre el grupo de ensayo y el grupo de placebo. Para el propdsito de la
presente invencion, puede estar justificado suponer que cualquier complicacion cardiovascular en un paciente bajo
tratamiento con un inhibidor selectivo de Cox-2 también ha sido provocada por el tratamiento. De esta manera, la
presente invencion se refiere ademas al diagndstico del riesgo de sufrir una complicacién cardiovascular tras la
administracion de un farmaco antiinflamatorio, inhibidor de Cox-2, NSAI o inhibidor selectivo de Cox-2.

Ademas, para el experto en la materia resultaran familiares los métodos o signos que indican una relacién causal.
Por ejemplo, una relaciéon temporal entre la administracion del farmaco y la manifestaciéon de una complicacion
cardiovascular siempre es un indicador de que el farmaco ha sido causal para la complicacién o que ha "precipitado”
la complicacién. Por ejemplo, el incremento del niumero de complicaciones cardiovasculares en el estudio APPROVE
resulté evidente tras 18 meses de tratamiento. En otro ejemplo, en el caso de que la severidad de la complicacion
cardiovascular se correlacione con la cantidad del farmaco administrado, puede indicar una relacion causal. Por
ejemplo, los cambios patolégicos en un ecocardiograma o electrocardiograma pueden mejorar al interrumpir el
tratamiento con el farmaco. En un ejemplo particular, el nivel de una o mas hormonas cardiacas puede seguirse
antes y durante la administracion del farmaco antiinflamatorio. En el caso de que el nivel de la hormona cardiaca se
incremente al iniciar el tratamiento y se reduzca tras interrumpir el tratamiento con el farmaco, lo anterior inidca que
el farmaco esta causando una elevacion del riesgo cardiovascular. De manera similar, en el caso de que el nivel se
correlacione con la dosis del farmaco, también indica que el farmaco estd causando una elevacion del riesgo
cardiovascular. Cualquier complicacion cardiovascular que se manifieste bajo dichas circunstancias probablemente
esta causado por la administracion del farmaco. Lo anterior resulta todavia mas probable en el caso de que el
incremento del nivel de hormona cardiaca con la administracion del farmaco sea inusualmente elevado en
comparacién con otros pacientes o en el caso de que un pequefio incremento de la dosis provoque un incremento
inusualmente acusado del nivel de la hormona cardiaca.

Los farmacos antiinflamatorios son conocidos por el experto en la materia. Particularmente, entre dichos farmacos
se incluyen los antirreumaticos no esteroideos (también conocidos como farmacos antiinflamatorios no esteroideos,
NSAID), los inhibidores de Cox-2, los corticoesteroides y los inhibidores de TNF.

Entre los ejemplos de farmacos antiinflamatorios se incluyen Alclofenac; Dipropionato de Alclometasona; Aceténido
de Algestona; Alfa Amilasa; Amcinafal; Amcinafida; Amfenac Sddico; Hidrocloruro de Amiprilosa; Anakinra; Anirolac;
Anitrazafeno; Apazona; Balsalazida Disédica; Bendazac; Benoxaprofeno; Hidrocloruro de Bencidamina;
Bromelainas; Broperamol; Budesonido; Carprofeno; Cicloprofeno; Cintazona; Cliprofeno; Propionato de Clobetasol;
Butirato de Clobetasona; Clopirac; Propionato de Cloticasona; Acetato de Cormetasona; Cortodoxona; Celecoxib;
Rofecoxib (VIOXX); Etoricoxib; Valdecoxib; Parecoxib; lumiracoxib; Deflazacort; Desoénido; Desoximetasona;
Dipropionato de Dexametasona; Diclofenac; Diclofenac Potasico; Diclofenac Sédico; Diacetato de Diflorasona;
Diflumidona Sédica; Diflunisal; Difluprednato; Diftalona; DimetilSulféxido; Drocinonida; Endrisona; Enlimomab;
Enolicam Sddica; Epirizol; Etodolac; Etofenamato; Felbinac; Fenamol; Fenbufeno; Fenclofenac; Fenclorac;
Fendosal; Fenpipalona; Fentiazac; Flazalona; Fluazacort; Acido Flufenamico; Flumizol; Acetato de Flunisdlido;
Flunixina; Flunixina Meglumina; Fluocortina Butilo; Acetato de Fluormetolona; Fluquazona; Flurbiprofeno;
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Fluretofeno; Propionato de Fluticasona; Furaprofeno; Furobufeno; Halcinonida; Propionato de Halobetasol; Acetato
de Halopredona; Ibufenac; Ibuprofeno; Ibuprofeno Aluminio; Ibuprofeno Piconol; llonidap; Indometacina;
Indometacina Sdédica; Indoprofeno; Indoxol; Intrazol; Acetato de Isoflupredona; Isoxepac; Isoxicam; Ketoprofeno;
Hidrocloruro de Lofemizol; Lomoxicam; Etabonato de Loteprednol; Meclofenamato Sdédico; Acido Meclofenamico;
Dibutirato de Meclorisona; Acido Mefenamico; Meloxicam (Mobic™); Mesalamina; Meseclazona; Suleptanato de
Metilprednisolona; Morniflumato; Nabumetona; Naproxeno; Naproxeno Sdédico; Naproxol; Nimazona; Olsalazina
Sddica; Orgoteina; Orpanoxina; Oxaprozina; Oxifenbutazona; Hidrocloruro de Paranilina; Polisulfato de Pentosan
Sddico; Glicerato de Fenbutazona Sdédica; Pirfenidona; Piroxicam; Piroxicam Cinamato; Piroxicam Olamina;
Pirprofeno; Prednazato; Prifelona; Acido Prodélico; Procuazona; Proxazol; Citrato de Proxazol; Rimexolona;
Romazarit; Salcolex; Salnacedina; Salsalato; Salicilatos; Cloruro de Sanguinarium; Seclazona; Sermetacina;
Sudoxicam; Sulindac; Suprofeno; Talmetacina; Talniflumato; Talosalato; Tebufelona; Tenidap; Tenidap Sddico;
Tenoxicam; Tesicam; Tesimida; Tetridamina; Tiopinac; Pivalato de Tixocortol; Tolmetina; Tolmetina Sddica;
Triclénido; Triflumidato; Zidometacina; Zomepirac Sdédico; Etanercept; Lenercept; Infliximab; Cortisona;
Fluocortolona; Hidrocortisona; Metil-prednisolona; Prednisolona; Prednisona; Prednilideno.

En su caso, se encuentra comprendido en la presente invencion medir la hormona cardiaca o péptido natriurético,
NT-proBNP, administrando previamente también cualquiera de los compuestos anteriormente mencionados.

La expresiéon "antirreumaticos no esteroideos" (también denomiandos farmacos antiinflamatorios no esteroideos o
NSAID) es conocida por el experto en la materia. Los NSAID inhiben las ciclooxigenasas (también conocidas como
prostaglandina-H-sintetasas). Las ciclooxigenasas catalizan la reaccién a partir del acido araquidénico en
prostaglandina H2 (un endoperdéxido ciclico), que es el precursor de la prostaglandina 12 (también conocida como
prostaciclina), tromboxano A2 y otras prostaglandinas. Las prostaglandinas desempefian un papel significativo en el
dolor, la fiebre y en reacciones inflamatorias. Existen dos isoformas de las ciclooxigenasas, Cox-1y Cox-2. El gen de
Cox-2 es un gen temprano inmediato y resulta inducido bajo condiciones de dafios a los tejidos, reacciones de dolor
o reacciones inflamatorias. De esta manera, entre los NSAID se incluyen los inhibidores de Cox-1 y los inhibidores
de Cox-2. Los NSAID pueden inhibir ambas isoformas o pueden ser selectivos para una isoforma (es decir, inhiben
Unicamente una de las dos isoformas a la dosis terapéutica).

Entre los ejemplos de NSAID no especificos se incluyen ibuprofeno, flurbiprofeno, naproxeno, acido flufenamico,
acido mefenamico, piroxicam, diclofenax, glicerato de fenbutazona sédica, indometacina y tenoxicam.

Los inhibidores selectivos de Cox-2 segun la presente invencion son compuestos que, bajo condiciones
terapéuticas, inhiben la expresion o, preferentemente, la funcion enzimatica de Cox-2, mientras que no inhiben
significativamente la expresion o, preferentemente, la funcién enzimatica de Cox-1. Entre los ejemplos de inhibidores
selectivos de Cox-2 se incluyen coxibes (por ejemplo celecoxib, rofecoxib, etoricoxib, valdecoxib, parecoxib (un
profarmaco de valdecoxib), lumiracoxib), meclofenatmato, sulfuro de sulindac, diclofenac, nimesulido, meloxicam,
etodolac, NS398, L-745,337 y DFP (3-(2-propiloxi)-4-(4-metilsulfonilfenil)-5,5-dimetilfuranona). Los ultimos tres
compuestos se describen en Warner T.D. et al., 1999.

La funcion enzimatica de las dos ciclooxigenasas puede medirse segin métodos conocidos de la técnica, incluyendo
ensayos in vivo o in vitro adecuados. Un marcador tipico de la funcion enzimatica de Cox-1 es la formacién de
tromboxano A2, mientras que un marcador tipico de la funcidon enzimatica de Cox-2 es la formacion de las
prostaglandinas (por ejemplo la prostaglandina E2 de macrofagos).

Se han publicado ejemplos de sistemas de ensayo adecuados (por ejemplo Warner T.D., Giuliano F., Vojnovic I. et
al., (1999). Nonsteroid drug selectivities for cyclo-oxygenase-1 rather than cyclo-oxygenase-2 are associated with
human gastrointestinal toxicity: A full in vitro analysis. Proceedings of the National Academy of Sciences USA, vol.
96., paginas 7563-7568, 1999; se ha publicado una fe de errata relevante en vol. 96(17), pagina 9966d). Este
ensayo se denomina en lo sucesivo Ensayo Modificado de William Harvey. El ensayo se describe en detalle en
Warner T.D. et al., supra, en las paginas 7563-4, la descripcion del cual se incorpora expresamente como referencia
en la presente memoria.

Preferentemente, un inhibidor selectivo de Cox-2 segun la presente invencion es 5 veces mas selectivo de Cox-2
segun el Ensayo Modificado de William Harvey, mas preferentemente mas de 50 veces mas selectivo de Cox-2
segun el Ensayo Modificado de William Harvey (ver Warner T.D. et al., supra, fig. 3 en la pagina 7567).

Alternativamente, el inhibidor selectivo de Cox-2 segun la presente solicitud es un compuesto que preferentemente
es mas selectivo para Cox-2 que el diclofenac, mas preferentemente mas selectivo de Cox-2 que el nimesulido,
todavia mas preferentemente por lo menos tan selectivo de Cox-2 como el celecoxib bajo condiciones terapéuticas.

La presente solicitud se refiere a medios y métodos para diagnosticar el riesgo cardiovascular de un paciente que es
un candidato para la administracion de un "coxibe". Entre los ejemplos de coxibes se incluyen celecoxib (CelebrexTM,
Pfizer), rofecoxib (VIOXXTM, Merck), etoricoxib, valdecoxib, parecoxib (un profarmaco del valdecoxib), lumiracoxib
(PrexigeTM, Novartis). Otros compuestos similares, algunos de los cuales se encuentran bajo desarrollo y examen,
también se encuentran comprendidos dentro del alcance de la presente invencion.
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El mecanismo patoldgicamente actualmente comentado para los efectos secundarios cardiovasculares no deseados
de los inhibidores selectivos de Cox-2 puede ser el siguiente: a la inhibicion de la formacion de prostaglandina 12
(PGI2) se atribuye un papel importante en la génesis de dichos sucesos cardiovasculares. PGI2 conduce a la
inhibicion de la agregacién de los trombocitos, a vasodilatacion y a la prevencion de la proliferacion de las células
musculares lisas in vitro.

Por otra parte, el tromboxano A2, el producto de COX-1 mas importante de las plaquetas conduce a la agregacion
de las plaquetas, a vasoconstriccion y a proliferacion vascular. Se sospecha que la interferencia con el equilibrio
entre PGI2 y el tromboxano A2 estimula la activacion intravascular de la hemostasis, conduce a un incremento de la
presién sanguinea e intensifica la aceleracion de la ateroesclerosis.

De esta manera, la presente solicitud se refiere ademas a la utilizacién de hormonas cardiacas para evaluar el riesgo
cardiovascular de un paciente con respecto a la administracion de un farmaco antiinflamatorio, en la que el riesgo
cardiovascular esta provocado por una perturbacion del equilibrio entre Cox-1 y la inhibicion de Cox-2, y/o el
metabolismo de las prostaglandinas y/o el equilibrio entre PGI2 y el tromboxano A2, mas particularmente la
inhibicion de la formacién de PGI2. La presente invencion se refiere ademas a la utilizacion de hormonas cardiacas
para evaluar el riesgo cardiovascular de un paciente con respecto a la administracion de un farmaco antiinflamatorio
que estimula la trombosis intravascular y/o conduce a un incremento de la presion sanguinea y/o intensifica la
aceleracion de la ateroesclerosis. Mas preferentemente, la presente invencién no se refiere a la utilizacion de
hormonas cardiacas para evaluar el riesgo de sufrir una complicacién cardiovascular, en la que el riesgo se debe a
un incremento del volumen sanguineo o del volumen intravasal (sobrecarga de volumen).

En el presente contexto, el término "esteroide" se utiliza como abreviatura del término "corticoesteroide". Se cree
generalmente que los corticoesteroides ejercen su actividad antiinflamatoria mediante su influencia sobre el
metabolismo de las prostaglandinas. Entre los ejemplos de corticoesteroides segun la presente invencion se
incluyen cortisona, fluocortolona, hidrocortisona, metil-prednisolona, prednisolona, prednisona y prednilideno.

También se utilizan inhibidores de TNF como farmacos antiinflamatorios, en particular en pacientes con artritis
reumatoide (se observaron concentraciones incrementadas de TNF-a en pacientes que suffan artritis reumatoide).
La inhibicion de TNF-a también reduce la formacion de IL-1 e IL-6. Entre los ejemplos de inhibidores de TNF se
incluyen Etanercept, Lenercept (un andlogo de Etanercept), Infliximab y D2E7 (un anticuerpo monoclonal
completamente humanizado contra TNF-a).

En otra realizacion preferente, la presente solicitud se refiere a medir adicionalmente el nivel de por lo menos un
marcador seleccionado de entre el grupo que consiste de: (a) marcadores de inflamacién, (b) marcadores de la
funcién endotelial, (c) marcadores de isquemia, (d) marcadores de la activacién de los trombocitos, (e) marcadores
de la activacion de la ateroesclerosis, y (f) marcadores de la activacion intravascular de la coagulacion.

La medicion de un marcador adicional puede incrementar la selectividad y especificidad del diagnéstico. También
puede servir para confirmar un diagnéstico establecido mediante la medicién del nivel de un péptido natriurético.

Los marcadores de inflamacion segun la presente invencion incluyen cualesquiera marcadores indicativos de un
proceso inflamatorio, particularmente un proceso inflamatorio vascular o arterial. Particularmente, los marcadores de
inflamacion segun la presente invencién comprenden citoquinas inflamatorias activas. Entre los ejemplos de
marcadores de inflamacién se incluyen interferones (por ejemplo el interferén y), las interleuquinas (por ejemplo IL-1,
IL-6, IL-8), el factor de necrosis tumoral (TNF-a), CRP (protdna C -reactiva), CRP_hs (proteina C-reactiva de alta
sensibilidad).

Los marcadores de la funcidon endotelial segun la presente solicitud comprenden cualesquiera marcadores
indicativos de procesos de reparacion intravascular, incluyendo las citoquinas relacionadas con dichos procesos.
Entre los ejemplos de dichos marcadores se incluyen las selectinas (por ejemplo la selectina E y la selectina P),
ICAM-1 (molécula 1 de adhesion intercelular), VCAM-1 (molécula 1 de adhesion celular vascular), PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas), TGF-a, TGF-, catecolaminas, prostaglandinas, angiotensina, endotelina y NO
(6xido nitrico). Aunque ya se han mencionado como marcadores de inflamacion, TNF-a, TNF-§ e IL-1 también puede
considerarse que pertenecen al grupo de los marcadores de la funcién endotelial.

Los marcadores de isquemia segun la presente solicitud comprenden cualesquier marcadores indicativos de un
suministro de oxigeno insuficiente que resulta en isquemia. Particularmente, el suministro insuficiente de oxigeno es
local y cualquier isquemia resultante también es local. Dicha isquemia local puede estar provocada por trombosis
arterial que limita el flujo sanguineo al tejido diana de la arteria afectada.

Entre los ejemplos de marcadores de isquemia se incluyen albumina modificada isquémica (AMI) y troponinas de
alta sensibilidad (por ejemplo Tnly TnT).

Los marcadores de activacion de los trombocitos segun la presente solicitud comprenden cualesquier marcadores
indicativos de activacion o agregabilidad de las plaquetas sanguineas. Un marcador preferente es el ligando de

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 388795 T3

CD40 soluble (sCD40L). Debe entenderse que la activacion de los trombocitos o la agregabilidad de las plaquetas
también pueden medirse mediante el analisis de una muestra de plasma sanguineo rica en trombocitos. Tras
obtener la muestra, se afiade una sustancia inductora y se mide el curso temporal de la agregacién de los
trombocitos a partir de la reduccion de la turbidez. La reduccién de la turbidez esta causada por la agregacion de las
muchas plaquetas pequefias en agregados de mayor tamafio, lo que reduce la dispersion de la luz. La sustancia
inductora puede ser cualquier sustancia considerada apropiada por el experto en la materia (por ejemplo la
adenosina difosfato (ADP), la serotonina, el colageno, la proteasa o la ristocetina). El diagndstico puede llevarse a
cabo mediante comparacion del resultado de la medicion con el resultado del mismo experimento en una muestra de
control o en un grupo de control. Por lo tanto, dicho ensayo puede considerarse un marcador segun la presente
invencion.

Los marcadores de activacion de la ateroesclerosis segun la presente solicitud comprenden cualesquier marcadores
indicativos de progresién de la ateroesclerosis. Entre los ejemplos de marcadores de la activacion de la
ateroesclerosis se incluyen la fosfolipasa A2 asociada a lipoproteina (Lp-PLA2).

Entre los ejemplos de marcadores de activacion intravascular de la coagulacion se incluyen los productos de
degradacion del fibrindgeno, D-dimero e inhibidor del activador del plasmindgeno.

El diagndstico segun la presente solicitud preferentemente se lleva a cabo mediante la utilizacion de un medio
diagnéstico. Un medio diagnostico es cualquier medio que permita medir la cantidad o la concentraciéon de una
sustancia de interés, particularmente un péptido o polipéptido de interés, mas particularmente una hormona
cardiaca.

Los métodos y medios diagndsticos que pueden utilizarse para determinar los niveles de los péptidos respectivos
son conocidos por el experto en la materia. Entre estos métodos se incluyen los métodos basados en microplaca de
ELISA, los inmunoensayos totalmente automaticos o roboticos (disponibles en, por ejemplo, los analizadores
EIecsysTM), CBA (un ensayo enzimatico de union del cobalto, disponible en, por ejemplo, los analizadores Roche-
HitachiTM) y los ensayos de aglutinacién en latex (disponibles en, por ejemplo, los analizadores Roche-HitachiTM).

Ademas, al experto en la materia le resultaran familiares diferentes métodos de medicion del nivel de un péptido o
polipéptido. El término "nivel" se refiere a la cantidad o a la concentracion de un péptido o polipéptido en un paciente
(mas concretamente, en la sangre u orina del paciente) o en una muestra obtenida de un paciente (por ejemplo una
muestra de sangre u orina). El término "medir" segun la presente solicitud se refiere a determinar la cantidad o la
concentracion, preferentemente de manera semicuantitativa o cuantitativa, del acido nucleico, péptido, polipéptido u
otra sustancia de interés. La medicion puede realizarse directa o indirectamente. La medicién indirecta incluye la
medicion de respuestas celulares, ligandos unidos, marcajes o productos de reaccion enzimatica.

En el contexto de la presente solicitud, cantidad también se refiere a concentraciéon. Resulta evidente que a partir de
la cantidad total de una sustancia de interés en una muestra de tamafio conocido puede calcularse la concentracion
de la sustancia, y viceversa.

La medicién puede llevarase a cabo seguin cualquier método conocido de la técnica. Se describen los métodos
preferentes a continuacion.

En una realizacion, el método para medir el nivel de un péptido o polipéptido de interés, particularmente una
hormona cardiaca, comprende las etapas de: (a) poner en contacto una célula capaz de una respuesta celular al
péptido o polipéptido, con el péptido o polipéptido durante un periodo de tiempo adecuado, y (b) medir la respuesta
celular.

En otra realizacion, el método para medir el nivel de un péptido o polipéptido de interés, particularmente una
hormona cardiaca, comprende las etapas de: (a) poner en contacto un péptido o polipéptido con un sustrato
adecuado durante un periodo de tiempo adecuado, y (b) medir la cantidad de producto.

En otra realizacion, el método para medir el nivel de un péptido o polipéptido de interés, particularmente una
hormona cardiaca, comprende las etapas de: (a) poner en contacto un péptido o polipéptido con un ligando de unién
especifica, (b) (opcionalmente) eliminar el ligando no unido, y (c) medir la cantidad de ligando unido.

Preferentemente, el péptido o polipéptido se encuentra contenido en una muestra, particularmente un liquido
corporal o muestra de tejido, y se mide la cantidad del péptido o polipéptido en la muestra.

Los péptidos y polipéptidos (proteinas) pueden medirse en muestras de tejido, células y liquido corporal, es decir,

preferentemente in vitro. Preferentemente, el péptido o polipéptido de interés se mide en una muestra de liquido
corporal.
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Una muestra de tejido segun la presente solicitud se refiere a cualquier tipo de tejido obtenido del cuerpo humano o
animal, muerto o vivo. Pueden obtenerse muestras de tejido mediante cualquier método conocido por el experto en
la materia, por ejemplo mediante biopsia o curetaje.

Entre los liquidos corporales segun la presente invencidn pueden incluirse sangre, suero sanguineo, plasma
sanguineo, linfa, liquido cerebral, saliva y orina. Particularmente, entre los liquidos corporales se incluyen sangre,
suero sanguineo, plasma sanguineo y orina. Pueden obtenerse muestras de liquidos corporales mediante cualquier
método conocido de la técnica.

Entre los métodos para obtener muestras celulares se incluyen preparar directamente células individuales o grupos
pequefos de células, la disociacién de tejido (por ejemplo utilizando tripsina) y la separacion de células de liquidos
corporales, por ejemplo mediante filtracion o centrifugacion. Las células segun la presente invencion también
comprenden plagquetas y otras células no nucleadas, por ejemplo eritrocitos.

En caso necesario, las muestras puede procesarse adicionalmente. Particularmente, pueden purificarse acidos
nucleicos, péptidos o polipéptidos a partir de la muestra segun métodos conocidos de la técnica, incluyendo métodos
de filtracion, centrifugacion o extraccion, tales como la extracciéon con cloroformo/fenol.

Para medir las respuestas celulares, la muestra o muestra procesada se afade a un cultivo celular y se mide una
respuesta celualr interna o externa. La respuesta celular puede incluir la expresion de un gen informador o la
secrecién de una sustancia, por ejemplo un péptido, polipéptido o una molécula pequefa.

Otros métodos preferentes de medicion pueden incluir medir la cantidad de un ligando que se une especifciamente
al péptido o polipéptido de interés. La unién segun la presente invencion incluye la union tanto covalente como no
covalente.

Un ligando segun la presente invencion puede ser cualquier péptido, polipéptido, acido nucleico u otra sustancia que
se una al péptido o polipéptido de interés. Es bien conocido que los péptidos o polipéptidos, en caso de obtenerse o
purificarse a partir del cuerpo humano o animal, pueden modificarse mediante, por ejemplo, glucosilacién. Un
ligando adecuado segun la presente invencion puede unirse al péptido o polipéptido también mediante dichos sitios.

Preferentemente, el ligando debe unirse especificamente al péptido o polipéptido que debe medirse. La expresion
"unién especifica" segun la presente solicitud se refiere a que el ligando no debe unirse sustancialmente (es decir,
"reaccionar cruzadamente") a otro péptido, polipéptido o sustancia presente en la muestra investigada.
Preferentemente, la proteina o isoforma unida especificamente debe unirse con una afinidad por lo menos 3 veces
mas alta, preferentemente por lo menos 10 veces mas alta y todavia mas preferentemente por lo menos 50 veces
mas alta, que cualquier otro péptido o polipéptido relevante.

La unién no especifica puede ser tolerable, particularmente en el caso de que el péptido o polipéptido investigado
todavia pueda distinguirse y medirse inequivocamente, por ejemplo segun su tamafo en una transferencia western,
0 a partir de su abundancia relativamente mas alta en la muestra.

La union del ligando puede medirse mediante cualquier método conocido de la técnica. Preferentemente el método
es semicuantitativo o cuantitativo. A continuacién se decriben métodos adecuados.

En primer lugar, la unién de un ligando puede medirse directamente, por ejemplo mediante RMN o mediante
resonancia del plasmoén superficial.

En segundo lugar, en el caso de que el ligando también sirva de sustrato de una actividad enzimatic del péptido o
polipéptido de interés, puede medirse un producto de una reaccion enzimatica (por ejemplo la cantidad de una
proteasa puede medirse mediante la medicion de la cantidad de producto cortado, por ejemplo en una transferencia
western).

Para la medicién de los productos de una reaccién enzimatica, preferentemente la cantidad de sustrato es saturante.
El sustrato también puede marcarse con un marcador detectable previamente a la reaccion. Preferentemente, la
muestra se pone en contacto con el sustrato durante un periodo de tiempo adecuado. Un periodo de tiempo
adecuado se refiere al tiempo necesario para producir una cantidad detectable, preferentemente medible, de
producto. En lugar de medir la cantidad de producto, puede medirse el tiempo necesario para la aparicion de una
cantidad dada (por ejemplo detectable) de producto.

En tercer lugar, el ligando puede acoplarse covalente o no covalentemente a un marcaje que permita la detecciéon y
medicion del ligando.

El marcaje puede llevarse a cabo mediante métodos directos o indirectos. El marcaje directo implica el acoplamiento

del marcaje directamente (covalente o no covalentemente) con el ligando. El marcaje indirecto implica la unién
(covalente o no covalente) de un ligando secundario al primer ligando. El ligando secundario debe unirse
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especificamente al primer ligando. Dicho ligando secundario puede acoplarse con un marcaje adecuado y/o ser la
diana (receptor) de la unién de un ligando terciario al ligando secundario. La utilizacién de ligandos secundarios,
terciarios o incluso de orden mas alto con frecuencia se utiliza para incrementar la sefial. Entre los ligandos de orden
secundario y orden superior adecuados pueden incluirse anticuerpos, anticuerpos secundarios y el bien conocido
sistema de estreptavidina-biotina (Vector Laboratories, Inc.).

El ligando o sustrato también puede "etiquetarse" con una o mas etiquetas conocidas de la técnica. Dichas etiquetas
pueden ser dianas para ligandos de orden superior. Entre las etiquetas adecuadas se incluyen biotina, digoxigenina,
etiqueta His, glutation-S-transferasa, FLAG, GFP, etiqueta myc, hemaglutinina (HA) del virus de la influenza A,
proteina de union a maltosa, y similares. En el caso de un péptido o polipéptido, la etiqueta preferentemente se
encuentra en el extremo N-terminal y/o C-terminal.

Los marcajes adecuados son cualesquier marcajes detectables mediante un método de deteccién apropiado. Entre
los marcajes tipicos se incluyen las particulas de oro, las perlas de latex, el éster de acridan, luminol, rutenio,
marcajes enzimaticamente activos, marcajes radioactivos, marcajes magnéticos (por ejemplo "perlas magnéticas",
incluyendo marcajes paramagnéticos y superparamagnéticos) y marcajes fluorescentes.

Entre los marcajes enzimaticamente activos se incluyen, por ejemplo, la peroxidasa de rabano picante, la fosfatasa
alcalina, la B-galactosidasa, la luciferasa y derivados de las mismas. Entre los sustratos adecuados para la deteccion
se incluyen diaminobencidina (DAB), 3,3'-5,5'-tetrametilbencidina, NBT-BCIP (cloruro de 4-nitro-azul de tetrazolio y
5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, disponible en forma de solucidon madre lista para utilizar de Roche Diagnostics),
CDP-Star™ (Amersham Biosciences) y ECF™ (Amersham Biosciences). Una combinacion de enzima-sustrato
adecuada puede resultar en un producto de reaccion de color, fluorescencia o quimioluminiscencia, que pueden
medirse segun métodos conocidos de la técnica (por ejemplo utilizando una pelicula fotosensible o un sistema de
camara adecuado). Respecto a la medicién de la reaccion enzimatica, los criterios proporcionados anteriormente se
aplican analogamente.

Entre los marcajes fluorescentes tipicos se incluyen las proteinas fluorescentes (tales como GFP y sus derivados),
Cy3, Cyb5, rojo de Texas, fluoresceina y los pigmentos Alexa (por ejemplo Alexa 568). Se encuentran disponibles
marcajes fluorescentes adicionales de, por ejemplo, Molecular Probes (Oregon). Ademas, se encuentra contemplada
la utilizacién de puntos cuanticos ("quantum dots") a modo de marcajes fluorescentes.

Entre los marcajes radioactivos tipicos se incluyen g, 125 2p IBp y similares. Puede detectarse un marcaje
radioactivo mediante cualquier método conocido y apropiado, por ejemplo una pelicula fotosensible o un
Phosphorimager.

Entre los métodos de medicién adecuados segun la presente solicitud también se incluyen la precipitacion
(particularmente la inmunoprecipitacién), la electroquimioluminiscencia (quimioluminiscencia electrogenerada), el
RIA (radioinmunoensayo), el ELISA (ensayo de inmunosorcién ligada a enzima), ensayos inmunoldgicos con
enzimas de tipo sandwich, los inmunoensayos de electroquimioluminiscencia de tipo sandwich (ECLIA), el
fluoroinmunoensayo de disociacion incrementada por lantanidos (DELFIA), el ensayo de proximidad de centelleo
(SPA), la turbidimetria, la nefelometria, la turbidimetria o nefelometria incrementada con latex o los ensayos
inmunolégicos en fase sélida. Pueden utilizarse métodos adicionales conocidos de la técnica (tales como la
electroforesis en gel, la electroforesis en gel 2D, la electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE), la
transferencia western y la espectrometria de masas), solos o en combinacion, con marcaje u otros métodos de
deteccién tal como se ha indicado anteriormente.

Entre los ligandos preferentes se incluyen anticuerpos, acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos, y aptameros, por
ejemplo aptameros de acidos nucleicos o de péptidos. Los métodos con dichos ligandos son bien conocidos de la
técnica, Por ejemplo, los proveedores comerciales también ofrecen la identificacion y produccion de anticuerpos y
aptameros adecuados. Al experto en la materia le resultaran familiares los métodos para desarrollar derivados de
dichos ligandos de afinidad o especificidad mas elevadas. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones adecuadas
en los acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos. A continuacion pueden someterse a ensayo dichos derivados para
la unién siguiendo procedimientos de cribado conocidos de la técnica, por ejemplo de expresion fagica.

El término "anticuerpo" tal como se utiliza en la presente memoria incluye anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales, asi como fragmentos de los mismos, tales como fragmentos Fv, Fab y F(ab), que son capaces de
unirse a antigenos o haptenos. La presente invencion también incluye anticuerpos hibridos "humanizados", en los
que las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo donante no humano que muestra una especificidad de
antigeno deseada se combinan con secuencias de un anticuerpo aceptor humano. Las secuencias donadoras
habitualmente incluyen por lo menos los residuos aminoacidos de unién a antigeno del donador, aunque también
pueden comrpender otros residuos aminoacidos estructural y/o funcionalmente relevantes del anticuerpo donante.
Dichos hibridos pueden prepararse mediante varios métodos bien conocidos de la técnica.
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En otra realizacion preferente, el ligando, preferentemente seleccionado de entre el grupo que consiste de acidos
nucleicos, péptidos, polipéptidos, mas preferentemente de entre el grupo que consiste de acidos nucleicos,
anticuerpos o aptameros, se encuentra presente sobre una matriz.

Dicha matriz contiene por lo menos un ligando adicional, que puede dirigirse contra un péptido, polipéptido o un
acido nucleico de interés. Dicho ligando adicional también puede dirigirse contra un péptido, polipéptido o un acido
nucleico de ningun interés particular en el contexto de la presente invencién. Preferentemente, se encuentran
contenidos sobre la matriz ligandos de por lo menos tres, preferentemente por lo menos cinco, mas preferentemente
por lo menos ocho péptidos o polipéptidos de interés en el contexto de la presente invencion.

Segun la presente invencion, el término "matriz" se refiere a un portador de fase sélida o de tipo gel sobre el que se
unen por lo menos dos compuestos en una disposicién unidimensional, bidimensional o tridimensional. Dichas
matrices (incluyendo los "chips génicos", "chips de proteinas", matrices de anticuerpos y similares) son
generalmente conocidas por el experto en la materia y tipicamente se generan sobre portaobjetos de vidrio de
microscopia, especialmente portaobjetos de vidrio recubiertos, tales como portaobjetos recubiertos con policationes,
nitrocelulosa o biotina, cubreobjetos y membranas tales como, por ejemplo, membranas a base de nitrocelulosa o
nilon.

La matriz puede incluir un ligando unido o por lo menos dos células cada una de las cuales expresa por lo menos un
ligando.

También se encuentra contemplada la utilizacién de "matrices en suspension" como matrices segun la presente
invencion (Nolan J.P., Sklar LA., Suspension array technology: evolution of the flat-array paradigm. Trends
Biotechnol. 20(1):9-12, 2002). En dichas matrices en suspensién, el portador, por ejemplo una microperla o
microesfera, se encuentra presente en suspension. La matriz consiste de diferentes microperlas o microesferas,
posiblemente marcadas, que portan diferentes ligandos.

La solicitud se refiere ademas a un método para producir matrices tal como se ha definido anteriormente, en el que
se une por lo menos un ligando al material portador ademas de otros ligandos.

Los métodos para producir dichas matrices, por ejemplo basadas en la quimica de la fase sdlida y en grupos
protectores fotolabiles, son generalmente conocidos (patente US n° 5.744.305). Dichas matrices también pueden
ponerse en contacto con sustancias o bibliotecas de sustancias y someterse a ensayo para la interaccion, por
ejemplo para la union o el cambio de conformacion. Por lo tanto, las matrices que comprenden un péptido o
polipéptido tal como se ha definido anteriormente pueden utilizarse para identificar ligandos que se unen
especificamente a dichos péptidos o polipéptidos.

Ademas, se encuentra contemplada la utilizacion de los dispositivos denominados de diagndstico inmediato ("point-
of-care") o de laboratorio-en-un-chip ("lab-on-a-chip") para la obtencion de la muestra y la medicién del marcador.
Dichos dispositivos pueden disefiarse analogamente a los dispositivos utilizados en la mediciéon de la glucosa en
sangre. De esta manera, un paciente podra obtener la muestra y medir el marcador sin asistencia inmediata de un
médico o enfermera capacitado.

Los medios adecuados para medir el nivel de expresion de un marcador segun la presente invencion, tal como
anticuerpos, aptameros, &cidos nucleicos antisentido, etc., ya han sido descritos en detalle anteriormente en la
presente memoria. En una realizacién preferente, los medios se empaquetan en forma de kit que comprende un
recipiente para los medios o agente para la medicién, asi como recipientes para cualesquier agentes auxiliares para
la medicidn, por ejemplo tampones adecuados, filtros, columnas, enzimas, etc.

En otra realizacién preferente, se encuentra contemplado que el medio sea un dispositivo lab-on-a-chip o cualquier
otro dispositivo adecuado para el diagnéstico inmediato. Los dispositivos para el diagndstico inmediato son
conocidos de la técnica. Preferentemente, dicho dispositivo comprende una unidad de muestreo (por ejemplo para
obtener una muestra de sangre) y una unidad de medicion (por ejemplo para medir la unién del marcador a un
ligando). Los medios también pueden ser una tira de ensayo u otra herramienta auxiliar para medir el nivel de
expresion del marcador en dicho dispositivo.

El método segun la presente solicitud comprende la etapa de diagnosticar el riesgo del paciente mediante
comparacion del nivel medido con niveles conocidos asociados a diferentes grados de riesgo en un paciente.

El experto en la materia podra determinar los niveles conocidos de hormonas cardiacas que se asocian a diferentes
grados de riesgo cardiovascular con respecto a la administracién de un farmaco antiinflamatorio, particularmente un
NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2. En general, cuanto mayor sea el nivel de la hormona cardiaca, mas
alto serd el riesgo para el paciente.

Segun la presente solicitud, el término "riesgo” se refiere a la probabilidad de que tenga lugar un suceso particular,
mas particularmente una complicacion cardiovascular. El grado de riesgo puede encontrarse incrementado o muy

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 388795 T3

incrementado. El grado de riesgo también puede encontrarse no incrementado. La expresion "riesgo no
incrementado” se refiere a que aparentemente no existe riesgo de un suceso cardiovascular con respecto a la
administracion de un farmaco antiinflamatorio, particularmente un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2.

Las recomendaciones sobre los niveles asociados a los diferentes grados de riesgo pueden obtenerse a partir de los
niveles de las hormonas cardiacas que es conocido que se encuentran asociados a la presencia o severidad de una
enfermedad cardiovascular. Por ejemplo, basandose en un percentil 97,5 obtenido en individuos de menos de 50
afos de edad, un nivel plasmatico de 125 pg/ml de NT-proBNP puede considerarse un nivel normal (mas
concretamente, un nivel plasmatico de NT-proBNP de 100 pg/ml para varones y de 150 pg/ml para mujeres puede
considerarse un nivel normal). Los niveles mas altos de NT-proBNP se correlacionan con, por ejemplo, el nivel de
sintomas segun la clasificacion de la NYHA y con el nivel de alteracion de la FEVI. La expresion "nivel plasmatico”
se refiere a los niveles de NT-proBNP medidos en el plasma sanguineo. Los niveles medidos en el plasma
generalmente son comparables a los niveles medidos en el suero sanguineo.

En otro ejemplo, basandose en un percentil 97,5 obtneido en individuos aparentemente sanos de menos de 65 arios
de edad, los niveles plasmaticos inferiores a 84 pg/ml para varones e inferiores a 155 pg/ml para mujeres, de NT-
proBNP pueden considerarse niveles que indican un riesgo no incrementado. En pacientes que se quejan de disnea,
los niveles inferiores a 100 pg/ml para varones e inferiores a 150 pg/ml para mujeres pueden considerarse criterios
de exclusion de insuficiencia cardiaca o disfunciéon ventricular. Los niveles de NT-proBNP superiores a los niveles
indicados en el presente ejemplos se correlacionan con, por ejemplo, el nivel de sintomas segun la clasificacion de
la NYHA y con el nivel de alteracion de la FEVI. La expresiéon "nivel plasmatico" se refiere a los niveles de NT-
proBNP medidos en el plasma sanguineo. Nuevamente, los niveles medidos en plasma y suero sanguineos son
generalmente comparables.

Posteriormente se proporcionan los niveles plasmaticos de NT-proBNP que se consideran, o pueden considerarse,
tipicamente asociados a los grados indicados de riesgo cardiovascular con respecto a la administracion de un
farmaco antiinflamatorio, un compuesto inhibidor de Cox-2, particularmente un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo
de Cox-2.

Resulta evidente que los niveles proporcionados posteriormente pueden servir Unicamente como una primera
clasificacion del riesgo de un paciente. El experto en la materia podra determinar otros niveles relevantes de la
literatura (por ejemplo Wang T.J., Larson M.G., Levy D. et al., Plasma natriuretic peptide levels and the risk of
cardiovascular events and death. N Engl J Med, vol. 350, paginas 655-63, 2004; Olson, M.H., Wachtell, K. Tuxen, C.,
Fossum, E. et al., N-terminal pro-brain natriuretic peptide predicts cardiovascular events in patients with hypertension
and left hypertrophy: a LIFE study. J Hypertens, vol. 22, paginas 1597-1604, 2004) o de otros estudios clinicos.

Tipicamente, un nivel plasmatico inferior a 125 pg/ml de NT-proBNP se asocia a un riesgo cardiovascular no
incrementado con respecto a la administracion de un farmaco antiinflamatorio, un inhibidor de Cox-2, particularmente
un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2.

Tipicamente, un nivel plasmatico inferior a 125 a 500 pg/ml de NT-proBNP se asocia a un riesgo cardiovascular
incrementado con respecto a la administracion de un farmaco antiinflamatorio, un inhibidor de Cox-2, particularmente
un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2. Sin embargo, también un nivel de entre 80 y 125 pg/ml debe
justificar la clasificacion adicional de la presencia o no de un riesgo incrementado.

Tipicamente, un nivel plasmatico superior a 500 pg/ml de NT-proBNP se asocia a un riesgo cardiovascular muy
incrementado con respecto a la administracion de un farmaco antiinflamatorio, un inhibidor de Cox-2, particularmente
un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2. Sin embargo, también un nivel superior a 400 pg/ml debe
justificar la clasificacion adicional de la presencia o no de un riesgo muy incrementado.

Tras diagnosticar el riesgo de un paciente, este diagnodstico puede presentar consecuencias para el tratamiento
posterior tal como se indica posteriormente (también se proporciona en la fig. 1 un ejemplo no limitativo de este tipo
de decisiones de tratamiento). Los grados de riesgo indicados posteriormente se refieren particularmente a grados
de riesgo asociados a los niveles anteriormente indicados de NT-proBNP.

En el caso de que un método segun la presente solicitud indique un riesgo no incrementado, puede administrarse el
farmaco antiinflamatorio, preferentemente considerando cualesquier otros factores de riesgo conocidos de
enfermedad cardiovascular. Preferentemente, la administracion del farmaco se acompafa de seguimiento adicional
del nivel de la hormona cardiaca, particularmente en el caso de la aplicaciéon de dosis altas o a largo plazo del
farmaco. De esta manera, resultara posible la deteccién precoz de cualquier incremento no habitual del nivel de la
hormona cardiaca que indicaria una elevacion del riesgo cardiovascular.

En el caso de que un método segun la presente solicitud indique un riesgo incrementado, el paciente
preferentemente se investiga intensivamente mediante el diagndstico adicional segun métodos conocidos por el
cardiélogo experto, tales como la electrocardiografia y la ecocardiografia. El tratamiento con un farmaco
antiinflamatorio, mas particularmente un inhibidor selectivo de Cox-2, sélo debe iniciarse tras la cuidadosa
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consideracion de riesgos y beneficios potenciales. En particular, la presente invencion no so6lo ayudara a hacer mas
segura la administracion de farmacos antiinflamatorios mediante la identificacion de los pacientes de riesgo, sino que
también ayudara a descubrir un riesgo cardiovascular previamente no identificado en un paciente. De esta manera,
un paciente que presente un riesgo cardiovascular incrementado o muy incrementado preferentemente se somete a
un diagnédstico adicional para identificar un trastorno cardiovascular subyacente. Lo anterior permitira iniciar el
tratamiento precozmente, es decir, antes de la aparicién de sintomas evidentes del trastorno cardiovascular. De esta
manera, el estado general de salud del paciente se beneficiara de los métodos de la presente invencion para
diagnosticar el riesgo cardiovascular antes o durante la administracién de un farmaco antiinflamatorio. Ademas, en el
caso de que el tratamiento del trastorno cardiovascular subyacente tenga éxito, podra reducirse el riesgo
(diagnosticado segun los medios y métodos proporcionados por la presente invencién) y podra iniciarse el
tratamiento con un farmaco antiinflamatorio, particularmente un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2, o
podra incrementarse la dosis de dicho farmaco.

El tratamiento de un paciente que presenta un riesgo incrementado también puede acompafiarse de medidas
adicionales, tales como la limitacién o la reduccién de la dosis de un farmaco antiinflamatorio administrado o que se
administrara inminentemente, la restriccién de la ingesta de sal, el ejercicio moderado regular, la provisiéon de
inmunizacién para virus Influenza y neumocdcica, el tratamiento quirdrgico (por ejemplo la revascularizacion, la
dilatacion con baldn, la colocacion de stent o la cirugia de derivacion), la administracion de farmacos tales como
diuréticos (incluyendo la coadministracion de mas de un diurético), inhibidores de la ACE (enzima conversor de la
angiotensina), bloqueantes -adrenérgicos, antagonistas de la aldosterona, antagonistas del calcio (por ejemplo
bloqueantes de los canales del calcio), bloqueantes de los receptores de la angiotensina, digitalis y cualesquiera
otras medidas conocidas y que el experto en la materia considere apropiadas.

La presente invencion también comprende un método de seguimiento del tratamiento con un compuesto inhibidor de
Cox-2, particularmente un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2, en el que se mide el nivel de una
hormona cardiaca, en particular NT-proBNP.

En el caso de que, basandose en la consideracion de los riesgos y beneficios potenciales, se inicie el tratamiento
con un compuesto inhibidor de Cox-2, en particular un NSAID, esteroide o inhibidor selectivo de Cox-2, también
puede llevarse a cabo en forma de terapia intermitente.

La medicion de un péptido natriurético puede utilizarse entonces para el seguimiento de la terapia, particularmente la
terapia intermitente y/o para identificar una elevacion del riesgo. La administracion se detiene al alcanzar el nivel de
la hormona cardiaca un determinado valor y opcionalmente se reinicia al caer los niveles por debajo de un valor
determinado. Los valores respectivos de la hormona cardiaca son los mencionados anteriormente. Por ejemplo, un
valor que indique detener la administracion puede ser un valor que normalmente indicaria un riesgo muy
incrementado (tal como se ha indicado en la presente memoria). En este caso, un valor que indique opcionalmente
reiniciar el tratamiento puede ser un valor que indique meramente un riesgo incrementado (tal como se indica en la
presente memoria) o un valor que indique un riesgo no incrementado (tal como se indica en la presente memoria).

A partir de lo anteriormente expuesto resulta evidente que la presente solicitud también proporciona un método de
seguimiento de un paciente que esta siendo tratado o que sera tratado inminentemente con un compuesto inhibidor
de Cox-2, en particular un NSAID, esteroide o un inhibidor selectivo de Cox-2.

En el caso de que un método segun la presente solicitud indique un riesgo muy incrementado, el tratamiento puede
adaptarse tal como se ha descrito para el riesgo incrementado. Sin embargo, la administracién de un compuesto
inhibidor de Cox-2, en particular de un NSAID, esteroide o un inhibidor selectivo de Cox-2, a priori no sera una
opcién de tratamiento para un paciente con un riesgo muy incrementado. En el caso de que se administre, sea cual
sea el motivo, un compuesto inhibidor de Cox-2, en particular un NSAID, o esteroide, mas particularmente un
inhibidor selectivo de Cox-2, la administracion debe realizarse bajo cuidadosa supervision médica, en particular
incluyendo la medicién de un péptido natriurético a intervalos cortos para realizar un seguimiento del riesgo y/o para
identificar una elevacion del riesgo.

Leyendas de las figuras

Fig.1 Diagrama de flujo de un ejemplo de la invencion. Los pacientes que son candidatos a recibir un farmaco
antiinflamatorio (por ejemplo un inhibidor de Cox-2) se agrupan en pacientes con y pacientes sin sintomas de
enfermedad cardiovascular (EC). En el caso de que el nivel plasmatico medido de NT-proBNP sea superior al valor
de corte seleccionado de 125 pg/ml, el paciente se remite a un cardiélogo. En el caso de que el nivel medido de la
hormona cardiaca sea inferior al valor de corte seleccionado (por ejemplo un nivel plasmatico de 125 pg/ml de NT-
proBNP), el paciente se somete a un examen fisico limitado (por ejemplo que establezca la puntuacion PROCAM o
la puntuacién Framingham, anamnesis, presion sanguinea (PS), posiblemente electrocardiograma). En el caso de
que el resultado del examen fisico no indique un riesgo cardiovascular, se administra el farmaco antiinflamatorio
pero se realiza un seguimiento del nivel de la hormona cardiaca. El cardiélogo desempefia un papel importante en la
evaluacion de todos los indicadores de riesgo y las opciones de tratamiento.
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Fig. 2 Lafigura se refiere al Ejemplo 5. La curva de Kaplan-Meier de sucesos cardiovasculares adversos (SA-CV)
para el grupo de los inhibidores de Cox-2 frente a todos los pacientes sin comedicacion de inhibidor de Cox-2. El
grafico de sucesos cardiovasculares adversos frente al tiempo en forma de curva de Kaplan-Meier demuestra un
riesgo mas alto en el grupo de inhibidores de Cox-2 (ccox2=si). Todos los pacientes sin comedicacion de inhibidor
de Cox-2 (ccox2=n0) en resumen mostraron meramente un riesgo cardiovascular menor. "comprobado” se refiere a
que no se ha observado ningun SA-CV hasta el final del periodo de observacion. N, nimero; HR, indice de riesgo; p,
probabilidad; ccox-2, Cox-2 concomitante (se refiere a la medicacion concomitante con inhibidores de Cox-2);
funcion de distribucion de la supervivencia, funcion de distribuciéon de supervivencia sin sucesos.

Fig. 3 La figura se refiere al Ejemplo 5. La curva de Kaplan-Meier basada en sucesos cardiovasculares adversos
(SA-CV) evaluados por un cardidlogo para el grupo de inhibidores de Cox-2 y el grupo de comparacion con NT-
proBNP < 100 pg/ml vs. NT-proBNP > 100 pg/ml. A la luz de los resultados que demuestran un exceso de riesgo de
SA-CV con la inhibicion selectiva de Cox-2, los SA-CV crudos fueron reconciliados por un cardiélogo ciego a los
valores de NT-proBNP utilizando criterios de definicién previamente especificados. El grafico de estos SA-CV
adjudicados, frente al tiempo en forma de curva de Kaplan-Meier demuestran un riesgo 4,4 veces mas alto en el
grupo de inhibidores de Cox-2 con NT-proBNP > 100 pg/ml que el grupo de comparacion (de control) y un riesgo 6,4
veces mas alto ‘que el grupo de inhibidores de Cox-2 con NT-proBNP < 100 pg/ml. Este riesgo se restringia
practicamente por completo a los pacientes con NT-proBNP > 100 pg/ml al inicio del estudio o en la semana 24 del
seguimiento. Los indices de riesgo a la derecha indican los indices de riesgo para los grupos comparados que se
indican a la izquierda (control vs. grupo de inhibidores de Cox-2), mientras que los indices de riesgo proporcionados
en la parte inferior de la figura se refieren a los grupos comparados anteriormente (niveles de NT-proBNP inferiores
a 100 pg/ml vs. niveles de NT-proBNP de 100 pg/ml o superiores). SA, suceso adverso; n, nimero; HR, indice de
riesgo; p, probabilidad; funcion de distribucion de la supervivencia, funcion de distribucion de la supervivencia sin
sucesos.

Fig.4 La figura se refiere al Ejemplo 5. Curva de Kaplan-Meier basada en sucesos cardiovasculares (CV)
adversos (SA) adjudicados por un cardiélogo para el grupo de inhibidores de Cox-2 y el grupo de comparacion con
NT-proBNP < 125 pg/ml vs. > 125 pg/ml. La fig. 4 muestra los mismos resultados que los indicados en la figura 3
utilizando un valor de corte de NT-proBNP de 125 pg/ml. SA, suceso adversos; n, nimero; HR, indice de riesgo; p,
probabilidad; funcion de distribucién de la supervivencia, funcién de distribucién de la supervivencia sin sucesos.

Los ejemplos siguientes ilustran la invencion y no pretenden limitar el alcance de la misma en modo alguno.
Ejemplo 1
Medicion de NT-proBNP:

NT-proBNP puede determinarse mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (inmunoensayo de tipo
sandwich de proBNP de Elecsys; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un Elecsys 2010. El ensayo funciona
segun el principio del inmunoensayo de tipo sandwich de electroquimioluminiscencia. En una primera etapa, el
anticuerpo IgG (1-21) de captura marcado con biotina, el anticuerpo F(ab'), (39-50) de sefial marcado con rutenio y
20 microlitros de muestra se incuban a 37°C durante 9 minutos. A continuaciéon, se afaden microparticulas
magnéticas recubiertas con estreptavidina y la mezcla se incuba durante 9 minutos mas. Tras la segunda
incubacién, la mezcla de reaccion se transfiere a la celda de medicion del sistema, en la que las perlas se capturan
magnéticamente sobre la superficie de un electrodo. El marcaje no unido se elimina mediante lavado de la celda de
medicion con tampon.

En la ultima etapa, se aplica voltaja al electrodo en presencia de un tampdn que contiene tripropilamina y la sefal
electroquimioluminiscente resultante se registra con un fotomultiplicador. Todos los reactivos y muestras son
manipulados de forma totalmente automatica por el instrumento EIecsysTM. Los resultados se determina en una
curva de calibraciéon generada especificamente por el instrumento mediante una calibraciéon de 2 puntos y una curva
patron proporcionada mediante el codigo de barras del reactivo. El ensayo se lleva a cabo siguiendo las
instrucciones del fabricante.

La sangre para el andlisis de hormonas puede muestrearse en tubos con EDTA que contienen 5.000 U de aprotinina
(Trasylol, Bayer,

Alemania) y tubos de litio-heparina (para la quimica clinica), segun resulte apropiado. Las muestras de sangre y
orina se centrifugan inmediatamente durante 10 minutos a 3.400 rpm a 4°C. Los sobrenadantes se almacenan a -
80°C hasta el analisis.

Medicion de NT-proANP:
NT-proANp puede determinarse mediante un radioinmunoensayo de union competitiva con una técnica de fase

solida magnética modificada de Sundsfjord J.A., Thibault G. et al., Idenfication and plasma concentrations of the N-
terminal fragment of proatrial natriuretic factor in man. J. Clin. Endocrinol. Metab. 66:605-10, 1988, utilizando el
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mismo suero policlonal de conejo anti-pro-ANP de rata, proANP humano (1-30) de Peninsula Lab (Bachem Ltd, St.
Helene, Reino Unido) como el estandar, y proANP 130 yodada purificada mediante HPLC para el radiomarcaje. Con
el fin de conseguir una elevada sensibilidad y una buena precisién, pueden utilizarse Dynabeads M280 con IgG de
oveja anticonejo (Dynal Biotech, Oslo, Noruega) como fase sélida y anticuerpo secundario.

Ejemplo 2

Un paciente de 70 afios sufre de artritis reumatoide severa y ha recibido tratamiento de largo plazo con ibuprofeno.
Durante el tratamiento con ibuprofeno ha experimentado efectos secundarios gastrointestinales, incluyendo
sangrados gastrointestinales. El médico considera cambiar el tratamiento para utilizar inhibidores selectivos de Cox-
2 y realizar una medicion de NT-proBNP. El nivel de NT-proBNP es de 223 pg/ml. El paciente se remite a un
cardidlogo para un diagnostico mas completo. Mediante ecocardiograma, el cardidlogo diagnostica un defecto
funcional isquémico y un riesgo de la terapia con inhibidores selectivos de Cox-2. Debido a que el defecto de la
funcion cardiaca no es severo, se inicia una terapia intermitente con un inhibidor selectivo de Cox-2 bajo el
seguimiento estrecho de NT-proBNP.

Ejemplo 3

Un paciente mujer de 55 afos ha sido tratado durante 6 afos para diabetes de tipo Il y sufre de una enfermedad
reumatica dolorosa croénica. Por lo tanto, su médico considera el tratamiento con inhibidores de Cox-2. Se mide el
valor de NT-proBNP y se determina que es de 647 pg/ml. El paciente se remite a un cardiélogo para un diagndstico
mas completo. Debido al elevado valor de NT-proBNP y debido a la comorbilidad de la diabetes, no se inicia el
tratamiento con inhibidores de Cox-2.

Ejemplo 4

Paciente sano y fumador de 72 afios pero que no presenta otros factores de riesgo adicionales de enfermedad
cardiaca, sufre de un fuerte dolor articular en las rodillas (probablemente debido a actividades deportivas
prolongadas). El paciente sabe que tiene un estdmago sensible. Por lo tanto, se considera el tratamiento con
inhibidores selectivos de Cox-2. Se determina que el valor plasmatico de NT-proBNP medido es de 65 pg/ml. Debido
a que la puntuacion PROCAM es inferior a 40 y el unico factor de riesgo tradicional es el tabaquismo, se inicia el
tratamiento con inhibidores selectivos de Cox-2.

Ejemplo 5

La utilizacién de NT-proBNP para evaluar el riesgo de sufrir una complicacion cardiovascular con respecto a la
administracion de farmacos antiinflamatorios.

Resulta importante en el contexto del presente ejemplo que la expresion "inhibidor de Cox-2" debe entenderse como
haciendo referencia a un "inhibidor selectivo de Cox-2". Ademas, en el contexto del presente ejemplo, el término
"NSAID" se refiere a un NSAID que no es un inhibidor selectivo de Cox-2.

NT-proBNP se midié en muestras de suero de linea base procedentes de 433 pacientes que iniciaban un estudio
prospectivo disefiado principalmente para definir el efecto terapéutico de un nuevo inhibidor de metaloproteinasa en
la osteoartritis (OA). Se realizé un seguimiento de los sucesos cardiovasculares adversos (SA-CV) y se relacionaron
con la utilizacion concomitante de inhibidores de Cox-2 o NSAID o esteroides que influian sobre el metabolismo de
las prostaglandinas. En un andlisis retrospectivo, se evalué la cuestién de si los SA-CV en pacientes que recibian
farmacos antiinflamatorios podrian haberse predicho a partir de valores elevados de NT-proBNP.

El estudio fue originalmente disefiado por Hoffmann-La Roche Inc., Basel, Suiza, para investigar el efecto de un
nuevo inhibidor de metaloproteinasa de matriz (MMP) sobre la progresion de la osteoartritis (OA) primaria en un
ensayo con diferentes dosis de 24 semanas del inhibidor de MMP Ro 113-0830 en pacientes con OA primaria de
rodilla con o sin OA de mano, seguido de una extension de 30 meses. El diagndstico de la OA se basé en criterios
clinicos y radiograficos. Los pacientes con causas secundarias de OA, tales como artritis inflamatoria, displasias y
malformaciones congénitas, enfermedades metabdlicas y por depdsito de cristales, neuropatia, osteonecrosis,
fractura articular previa, enfermedad 6sea de Paget, ocronosis, acromegalia, hemocromatosis, enfermedad de
Wilson, gota, osteocondromatosis primaria, no fueron incluidos. Otros criterios de exclusidn comprendian una
historia de patologia gastrointestinal (por ejemplo erosiones, Ulceras, sangrado) o renal (por ejemplo creatinina
incrementada >2,0 mg/d|, insuficiencia renal) activa significativa dentro del primer afio posterior a la visita de cribado.
El estudio se llevd a cabo basandose en un disefio multicéntrico de doble ciego, aleatorizado, de 5 brazos,
controlado con placebo, de grupos paralelos y diferentes dosis de 24 semanas de duracion. Al final del periodo de
doble ciego los pacientes podrian disponer de la opcién de continuar en un periodo de extension de 30 meses con
tratamiento de Ro113-0830. Todos los pacientes proporcionaron su consentimiento informado. Se permitieron
analgésicos de rescate (es decir, analgésicos considerados necesarios como tratamiento por el médico responsable)
y farmacos antiinflamatorios, incluyendo inhibidores de Cox-2, NSAID o esteroides como terapias concomitantes y
se permitié su utilizacion segun necesidad por el paciente.
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Los farmacos antiinflamatorios de rescate permitidos, incluyendo los inhibidores de Cox-2 y los NSAID o esteroides
para dicho ensayo fueron aspirina, diclofenac sédico, diflunisal, etodolac, fenoprofeno, ibuprofeno, ketoprofeno,
naproxeno, nabumetona, oxaprozina, piroxicam, salicilato sédico, salicilato de colina-magnesio, celecoxib, rofecoxib
o tolmetina. La cohorte completa del estudio se siguié para la aparicion de SA-CV (sucesos cardiovasculares
adversos). Los pacientes no fueron activamente encuestados para la aparicidn de angina de pecho, signos o
sintomas de insuficiencia cardiaca congestiva o hipertensién arterial, ni se evalué rutinariamente la ECG para la
aparicion de nuevas ondas Q o nuevos bloqueos de rama. Todos los SA-CV fueron clasificados retrospectivamente
en diferentes categorias por expertos externos al estudio.

Todos los SA-CV fueron examinados por dos cardidlogos no participantes activamente en el ensayo y que eran
ciegos a los resultados de los biomarcadores. Los sucesos CV adversos definitivos o potencialmente incluibles en el
estudio comprendian un registro de infarto de miocardio agudo, nuevas ondas Q o bloqueo de una rama, muerte por
infarto de miocardio u otro motivo cardiovascular, ictus no fatal, la aparicion o empeoramiento de insuficiencia
cardiaca sugerida por el desarrollo de edema o el empeoramiento de edema preexistente de las extremidades
inferiores, rales en la auscultacién o congestion pulmonar documentada en la fluoroscopia, nueva aparicion de
hipertensién arterial o empeoramiento de hipertension arterial preexistente y trombosis venosa confirmada. Otros
signos de ECG, edema unilateral o edema aislado de las extremidades superiores no se consideraron sucesos
incluibles.

En cada dia de muestro se recogieron dos muestras de 10 ml de sangre venosa en tubos separados de vidrio
simple, se centrifugaron y se almacenaron a -70°C o temperatura inferior en soportes de almacenamiento de
poliestireno para tubos. Las muestras se enviaron desde los centros de estudio a la Oficina Central de Muestras a
intervalos regulares. Se midié NT-proBNP utilizando un inmunoensayo de tipo sandwich disponible comercialmente
en un analizador totalmente automatico (ELECSYS proBNP, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).

Se incluyé un total de 433 pacientes con OA y recibieron placebo o la medicacion del estudio a dosis crecientes de
10 a 150 mg. Los pacientes se dividieron segun su comedicacion en los grupos siguientes:

grupo de inhibidores de Cox-2:

55 pacientes tratados con inhibidores de Cox-2 de entre los que 11 también recibian NSAID, 10 pacientes
también recibian esteroides y 9 pacientes también recibian NSAID y esteroides.

grupo de NSAID:

157 pacientes tratados con NSAID de entre los que 39 pacientes también recibian esteroides.

Grupo de esteroides:

41 pacientes tratados con esteroides Unicamente

Grupo de comparacion:

180 pacientes no tratados con farmacos antiinflamatorios, ni con inhibidores de Cox-2, NSAID ni esteroides.
Se permitid la medicacion adicional con analgésicos.

Las caracteristicas de linea base de la poblacién entera en estos cuatro grupos eran comparables (Tabla 1). Los
pacientes recibieron un placebo o la medicacion de estudio a dosis crecientes de 10 a 150 mg. La proporcion de
pacientes que recibian una comedicacion con inhibidores de Cox-2, NSAID o esteroides se encontraba igualmente
distribuida a través de todas las dosis del farmaco de estudio. Todos los grupos de pacientes eran comparables
respecto a los criterios cardiovasculares basicos, por ejemplo enfermedades cardioldgicas previas, criterios de ECG,
hipertensién o diabetes. Tal como se muestra en la Tabla 2, la distribucion de los valores de NT-proBNP de linea
base era similar para los grupos de comedicacién y también en relacién al numero de pacientes con valores de NT-
proBNP inferiores o superiores a los valores de corte de 125 pg/mly 100 pg/ml.

Durante el periodo de observacion de 24 semanas, se registro un total de 82 SA-CV leves a graves. La incidencia
relativa de los SA CV fue significativamente mas alta en el grupo que recibié inhibidores de Cox-2. Se observo una
tendencia hacia una mayor incidencia de SA-CV también en aquellos pacientes que habian recibido NSAID. El
riesgo de SA-CV era 1,78 veces superior con la utilizacion de inhibidores de Cox-2 (p=0,06). NT-proBNP < 100 pg/ml
no predecia un incremento del riesgo CV. En contraste, el riesgo de un suceso adverso CV predicho por NT-proBNP
> 100 pg/ml era 4,23 veces superior utilizando inhibidores de Cox-2 (p=0,002), 1,6 veces superior utilizando NSAID
(p=0,4) y 2,2 veces superior utilizando esteroides (p=0,09) (ver la Tabla 3).

Se ajustaron las tasas de SA-CV para farmaco de estudio, edad y presencia de diabetes. Las tasas de SA-CV era
significativamente mas altas en el grupo de inhibidores de Cox-2 y se observd una tendencia hacia una incidencia
mas alta de SA-CV en el grupo de NSAID y el grupo de esteroides. Se muestran en un grafico las tasas de SA-CV
frente al tiempo para todos los grupos (figura 2). La incidencia relativa de los SA CV fue significativamente mas alta y
se produjo antes en el grupo que recibio inhibidores de Cox-2.
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Tabla 1: Demografia y valores de linea base segun los grupos de medicacion

Grupo de Grupo de NSAID Grupo de Grupo de
inhibidores de esteroides comparacién
Cox-2

N 55 157 41 180
Edad (media + SD) 62+9 59+8 60+9 62+9
Varones (%) 22 26 20 32
Caucasicos (%) 96 89 95 88
IMC (media + SD) 31+5 305 31+5 305
Disf.CV previa/conc. 23 32 29
(%)
Diabetes mellitus (%) 5 4 7 9
Hipertension (%) 31 27 29 35
Ictus (%) 0 1 2 3
PS sistolica 130+ 14 13117 135+ 17 133+ 17
(media £ SD)
PS diastolica 79+9 808 809 809
(media + SD)
Tasa cardiaca 74+8 739 729 72+9
(media £ SD)
PQ (media + SD) 164 + 26 161+ 22 162 + 27 163 + 25
QRS (media £ SD) 90 £ 15 90 + 29 88 +17 87 14
QT (media + SD) 400 £+ 35 396 + 32 399 + 40 395+ 35

N, numero; SD, desviacién estandar; IMC, indice de masa corporal; Disf.CV previa/conc., disfuncién
cardiovascular previa o concomitante; PS, presién sanguinea; tiempo PQ; QRS, complejo QRS; QT, tiempo

QT.
Tabla 2: NT-proBNP en la linea base para los grupos de comedicacion
Inhibidores NSAID Esteroides Grupo de
de Cox-2 sistémicos comparacion

N en la linea base 55 118 41 180
NT-proBNP en la Media + SD 125 + 141 7778 118 £ 106 110 £ 131
linea base [pg/ml] | Mediana [Q1, Q3] 83 [38, 187] 55 [27, 94] 77 [36, 196] 63 [35, 139]
NT-proBNP en la linea base <125 (%) 65 83 66 72
NT-proBNP en la linea base <100 (%) 60 73 59 66

N, numero; SD, desviacion estandar; Q1, primer cuartil; Q3, tercer cuartil.
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La Tabla 4 muestra los resultados del analisis de regresion multivariante. Incluso tras el ajuste para la edad, género
y diabetes, un valor de NT-proBNP elevado siguié siendo independientemente predictivo de un resultado adversos al
recibir los pacientes un inhibidor de Cox-2. Se observé una tendencia similar al administrar NSAID o esteroides
como medicacion de rescate o concomitante. Tras ajustar para el farmaco de estudio, la edad, historia de
hipertensiéon o diabetes y para posibles efectos de comedicaciones antiinflamatorias, el riesgo de SA-CV era 4,3
veces mas alto en el grupo que recibid inhibidores de Cox-2 con NT-proBNP > 100 pg/ml comparado con el grupo de
comparacion sin comedicacion antiinflamatoria (p=0,0045), mientras que en pacientes que recibieron inhibidores de
Cox-2 con valores de NT-proBNP < 100 pg/ml no se observé riesgo incrementado de SA-CV. Incluso tras el ajuste
para la edad, género y diabetes, un valor de NT-proBNP elevado siguié siendo independientemente predictivo de un
resultado adversos al recibir los pacientes un inhibidor de Cox-2. Se observé una tendencia similar al administrar
NSAID o esteroides como medicacion de rescate o concomitante.

Tabla 4: Analisis de regresion multivariante de Cox para el tiempo hasta sucesos adversos cardiovasculares en
el grupo de inhibidores de Cox-2 basado en NT-proBNP 100 pg/ml

Variables Sin otras covariables
Pr > Chi cuadrado indice de riesgo NCI al 95% para NCS al 95% para
HR HR
NT-proBNP < 100; 0,9565 1,024 0,437 2,399

Grupo de inhibidores
de Cox-2 vs. grupo de
comparacion
NT-proBNP > 100; 0,0045 4,197 1,561 11,285
Grupo de inhibidores
de Cox-2 vs. grupo de
comparacion
NT-proBNP > 100 vs. 0,2628 0,615 0,263 1,440
NT-proBNP < 100;
dentro del grupo de
comparacion
NT-proBNP > 100 vs. 0,0672 2,521 0,937 6,785
NT-proBNP < 100;
dentro del grupo de
inhibidores de Cox-2

Con covariables
NT-proBNP < 100; 0,9359 0,965 0,400 2,325
Grupo de inhibidores
de Cox-2 vs. grupo de
comparacion
NT-proBNP > 100; 0,0045 4,338 1,575 11,954
Grupo de inhibidores
de Cox-2 vs. grupo de
comparacion
NT-proBNP > 100 vs. 0,1827 0,549 0,227 1,326
NT-proBNP < 100;
dentro del grupo de
comparacion
NT-proBNP > 100 vs. 0,0879 2,469 0,847 6,971
NT-proBNP < 100;
dentro del grupo de
inhibidores de Cox-2

Edad > 70 afios 0,3707 1,418 0,660 3,050
Presion sanguinea 0,8488 1,072 0,524 2,196
sistolica

Diabetes mellitus 0,1999 1,891 0,714 5,008
Toma acetaminofeno 0,6064 0,653 0,129 3,302
en la linea base

Toma NSAID en la 0,4095 0,729 0,344 1,545
linea base

Pr > Chi cuadrado, probabilidad superior a Chi cuadrado; NCI, nivel de confianza inferior; NCS, nivel de
confianza superior; HR, indice de riesgo.

Estos resultados muestran que NT-proBNP permite identificar los candidatos para la terapia con farmacos
antiinflamatorios que presentan un riesgo de SA CV durante el curso de la terapia o como consecuencia de la
misma. Aparentemente la administracion de farmacos antiinflamatorios es segura en pacientes con valores de NT-
proBNP inferiores al nivel de corte en la linea base o durante el seguimiento. A la inversa, un nivel de NT-proBNP >
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100 ng/ml o0 > 125 pg/ml predice un riesgo varias veces superior de sufrir un suceso adverso cardiovascular al tomar
inhibidores de Cox-2 o NSAID o esteroides solos, o una combinacion de farmacos antiinflamatorios.
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REIVINDICACIONES

1. Método para diagnosticar el riesgo de un paciente de sufrir insuficiencia cardiaca como consecuencia de la
administracion de un compuesto inhibidor de COX-2, en el que el paciente no muestra sintomas evidentes de una
enfermedad, riesgo o complicacion cardiovascular preexistente, que comprende las etapas de:

a) medir in vitro el nivel de un péptido natriurético del grupo BNP y NTproBNP,

b) diagnosticar el riesgo del paciente mediante comparacion del nivel medido con niveles conocidos
asociados a diferentes grados de riesgo en un paciente, y en el que el riesgo no se debe a un incremento del
volumen de sangre o del volumen intravasal.

2. Meétodo segun la reivindicacion 1, en el que el péptido natriurético es NT-proBNP.

3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que un nivel plasmatico inferior a 125 pg/ml de NT-proBNP se
asocia a un riesgo no incrementado de sufrir insuficiencia cardiaca.

4. Método segun la reivindicacion 3, en el que el nivel plasmatico es inferior a 80 pg/ml.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que un nivel plasmatico superior a 125 e inferior a
500 pg/ml de NT-proBNP se asocia a un riesgo no incrementado de sufrir insuficiencia cardiaca.

6. Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que un nivel plasmatico superior a 500 pg/ml de
NT-proBNP se asocia a un riesgo muy incrementado de sufrir una complicacién cardiovascular.

7. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el método se lleva a cabo dentro del
seguimiento de una terapia con un inhibidor selectivo de COX-2.

8. Método segun la reivindicacion 7, en el que el método es para el seguimiento de una terapia intermitente con
un inhibidor selectivo de COX-2.

9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el coxibe se selecciona de entre el grupo que
consiste de celecoxib, rofecoxib, etoricoxib, valdecoxib, parecoxib y lumiracoxib.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que adicionalmente se mide el nivel o niveles de
por lo menos un marcador seleccionado de entre el grupo que consiste de:

a) marcadores de inflamacién

b) marcadores de la funcion endotelial

c) marcadores de isquemia

d) marcadores de la activacion de los trombocitos

e) marcadores de la activacion de la ateroesclerosis

f) marcadores de activacioén intravascular de la coagulacion

11. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que la insuficiencia cardiaca es una enfermedad
cardiaca sistdlica compensada o descompensada y/o insuficiencia cardiaca aguda.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el nivel de la hormona cardiaca se mide en
una muestra de orina, sangre, plasma sanguineo o suero sanguineo.

13. Método para diagnosticar el riesgo cardiovascular de un paciente que es un candidato para la administracion
de un inhibidor selectivo de COX-2 6 para el seguimiento del riesgo cardiovascular en un paciente que no manifiesta
sintomas evidentes de un trastorno cardiovascular y que esta siendo tratado con un inhibidor selectivo de COX-2, en
el que en una muestra de liquido corporal o tejido del paciente, se mide el nivel de un péptido natriurético del grupo
BNP y NTproBNP in vitro mediante un medio diagnostico capaz de medir dicha hormona.

14. Método para decir si iniciar el tratamiento de un paciente con un compuesto que presenta propiedades
inhibidoras de COX-2, comprendiendo el método:

a) medir in vitro el nivel de un péptido natriurético del grupo BNP y NTproBNP en el paciente,

b) diagnosticar el riesgo del paciente mediante comparacién del nivel medido con uno o mas niveles
conocidos asociados a diferentes grados de riesgo en un paciente,

c) en el que,
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ca) en el caso de que se diagnostique que el riesgo no se encuentra incrementado, se recomienda el
inicio del tratamiento y/o

cb) en el caso de que se diagnostique que el riesgo se encuentra incrementado o altamente
incrementado, se recomienda no llevar a cabo el tratamiento.

15. Método segun la reivindicacion 14, en el que el inhibidor de COX-2 es un inhibidor selectivo de COX-2,
preferentemente seleccionado de entre el grupo que consiste de celecoxib, rofecoxib, etoricoxib, valdecoxib,
parecoxib y lumiracoxib.

16. Meétodo segun la reivindicacion 14 6 15, en el que,

a) en el caso de que el nivel plasmatico o sérico medido de NT-proBNP sea 100 pg/ml o superior,
particularmente 125 pg/ml o superior, se recomienda no tratar el paciente o aprobar el tratamiento bajo
seguimiento cardiovascular y/o a dosis baja del inhibidor selectivo de COX-2, y/o

b) en el caso de que el nivel plasmatico o sérico medido de NT-proBNP sea 400 pg/ml o superior,
particularmente superior a 500 pg/ml o mas alto, se recomienda no tratar al paciente.
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