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@Resumen:

La presente invencion se refiere al desarrollo y puesta
a punto de un procedimiento utilizable para el
diagnéstico del derrame pleural maligno, que permita
distinguir a aquellos pacientes que presentan derrame
pleural derivado de patologias de origen oncoldgico,
de aquellos que sufren derrame pleural cuyo origen

no es maligno.



10

15

20

25

ES 2402457 Al

DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA EL DIAGNOSTICO DE DERRAME PLEURAL
MALIGNO MEDIANTE LA DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
DE CALPROTECTINA EN LiQUIDO PLEURAL

La aparicion de un derrame pleural de origen maligno es siempre la expresion
de una enfermedad avanzada, y el augurio de un mal prondstico. De ahi que el retraso
en el diagnodstico suponga un importante perjuicio para estos pacientes, puesto que
normalmente su esperanza de vida es muy baja. Por lo tanto, la capacidad de
discriminar rapida y correctamente si el DP es o no maligno seria muy util tanto para
el prondstico como para el manejo clinico del enfermo. La presente invencion se
refiere al desarrollo y puesta a punto de un procedimiento utilizable para el
diagnostico del derrame pleural maligno, que permita distinguir a aquellos pacientes
con derrame pleural de origen oncolégico de aquellos que sufren derrame pleural cuyo

origen no es maligno.
SECTOR DE LA TECNICA

El sector de la técnica al que se refiere la invencién se incluye dentro del

ambito sanitario, mas concretamente en el area de la oncologia clinica.
ESTADO DE LA TECNICA

La patologia pleural es muy prevalente, estimandose que afecta a mas de 3 mil
personas por millon de habitantes/afio, y representa el 4-10 % de las afecciones
respiratorias (1). Son multiples las patologias que pueden afectar a la pleura, siendo
las enfermedades cardiovasculares la causa mas frecuente de derrame pleural (DP),
seguidas del DP infeccioso (paraneumonico y tuberculoso), el neoplasico y el
secundario a tromboembolismo pulmonar. Aunque se pueden producir por cualquier
tipo de neoplasias, los tumores que con mayor frecuencia producen DP son el
carcinoma pulmonar, que supone un tercio de todos los derrames pleurales malignos,

el carcinoma de mama y los linfomas (2-3).

El diagnostico del derrame pleural es un proceso sumamente complejo que

incluye diferentes etapas y que los expertos organizan en forma de algoritmo para su
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mejor seguimiento (4). Ademads, generalmente es preciso recurrir a la utilizacién de
métodos invasivos. Centrdandonos en el diagndstico de malignidad del derrame, el
examen citologico del liquido pleural (LP) es actualmente la forma menos invasiva,
rapida y eficaz para establecerlo. Sin embargo, este método presenta una baja
sensibilidad de modo que habitualmente un buen nimero de pacientes presentan un
diagnodstico dudoso. El porcentaje de DP malignos que se diagnostican mediante
citologia oscila entre el 40 y el 87% (siendo la media del 60%). Debido a esta baja
sensibilidad, para confirmar la afectacion tumoral de la superficie pleural se hace
necesario el empleo de técnicas mas invasivas como la biopsia pleural cerrada o la

biopsia por toracoscopia (2-7).

Los métodos no invasivos que existen actualmente se basan en la
determinaciéon de los niveles de marcadores en el fluido pleural. En este sentido,
existen numerosos trabajos en los que se estudian diversos marcadores como: CEA,
CA-125, CA-19-9, CYFRA 21-1, Enolasa, la oncoproteina HER-2/neu, etc., que han
sido testados a lo largo de los afios en pacientes con derrame pleural maligno (8-20).
Por otro lado, en los ultimos afios se han analizado numerosos procedimientos para
intentar mejorar el diagnostico diferencial de los derrames pleurales incluyendo
técnicas de inmunocitoquimica, analisis cromosémico, técnicas de cultivo de tejidos,
técnicas de citometria, técnicas de imdagenes celulares combinadas con
inmunocitotoquimica, etc. Sin embargo, la mayoria de estas pruebas no se utilizan en

la practica clinica debido a su baja sensibilidad y especificidad.

Es de gran interés clinico, por tanto, encontrar buenos marcadores que
permitan el diagnostico claro y certero, mediante métodos no invasivos y sencillos, de
enfermos con derrame pleural maligno distinguiéndolos de enfermos con derrame
pleural de procedencia no maligna. De este modo, se evitaria, por un lado, el retraso
en la aplicacién del tratamiento adecuado y, por otro lado, se obviaria la aplicacion de

técnicas agresivas en pacientes de diagnéstico dudoso.

El objeto de la presente invencion es por lo tanto definir el empleo de la
proteina calprotectina en el fluido pleural como método para diagnosticar pacientes
que presentan derrame pleural de origen maligno, diferenciandolos de aquellos

pacientes que tienen derrame pleural benigno.
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La eleccién de esta proteina se basa en resultados previos de nuestro grupo de
investigacion obtenidos en estudios de protedmica realizados en liquido pleural (21).
En ese trabajo se comparé el proteoma (separado mediante electroforesis
bidimensional) del derrame pleural de pacientes con tuberculosis y el de pacientes con
derrame pleural de origen maligno (adenocarcinoma de pulmoén). Tras el andlisis de la
expresion de las proteinas en uno y otro caso se observé que la proteina calprotectina

se expresaba en cantidades mucho mas bajas en los pacientes con cancer.

No existen en la literatura trabajos en los que se compare el nivel de expresion
de calprotectina entre derrames benignos y malignos, por lo que el método de
diagndstico que se propone, basado en la determinaciéon de los niveles de

calprotectina, es completamente novedoso.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn pretende proteger la utilizacion de la medida de
concentracion en liquido pleural de la proteina calprotectina como método para
distinguir derrames pleurales de origen maligno de aquellos de origen benigno,
empleando para ello una metodologia especifica. Que ayudara y orientara al clinico

acerca del diagnéstico de los pacientes.

En este procedimiento se utiliza una técnica sencilla, rapida, fiable y
econodmica que consiste en la determinacidon mediante el método ELISA de tipo
sandwich, de la concentracion de la proteina calprotectina en el fluido pleural de
pacientes que han sufrido un derrame pleural. Por otro lado, el reducido coste
econdmico de este procedimiento y la facilidad de su adquisicién, realizacién e
implantacién aseguran su utilizacién en la rutina clinica. Ademas, la realizacion de
esta prueba tan solo implica la extraccion de una pequefia muestra de liquido pleural

durante una revision.

Hay que considerar que este procedimiento ayudaria a reducir el gasto
sanitario al permitir preseleccionar a los potenciales pacientes oncologicos y evitar asi
la aplicacién generalizada y masiva de pruebas mas costosas y traumaticas. Ademads,
la rapidez en el diagnéstico del DPM redundaria en una mayor supervivencia de los

pacientes.
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Durante la valoraciéon de los niveles de calprotectina de los pacientes
analizados, los inventores del procedimiento objeto de esta patente, hemos demostrado
que las concentraciones de calprotectina son diferentes en pacientes con derrame
pleural derivado de patologias malignas que en aquellos que presentaban derrame
pleural originado por patologias benignas. Los pacientes que presentaban derrame
pleural derivado de patologias benignas presentaban concentraciones de calprotectina
superiores a los detectados en patologias malignas (Benignas 2.627,1 + 2.182,1 ng/mL
vs Malignos 257,2 &+ 134,4 ng/mL).

De acuerdo con lo anterior, la informacion obtenida con la valoracion de la
calprotectina permite determinar el diagnostico de cada paciente, disminuyendose los
gastos sanitarios. Ademas, el reducido coste econdémico de este procedimiento junto

con su facil realizacién avala su viabilidad.
DESCRIPCION DE UN MODO DE REALIZACION

El procedimiento consiste en la determinaciéon de la concentracién de la
proteina calprotectina en pacientes con derrame pleural, atendidos y diagnosticados
desde abril de 2007 hasta diciembre de 2010, en el Servicio de Bronconeumologia del
Complejo Hospitalario Universitario de Vigo (CHUVI). La determinacién de la
etiologia del derrame pleural se basé en los criterios descritos por la Sociedad
Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (7) y la British Thoracic Society, en su
guia de 2010 (6).

El procedimiento que proponemos comienza con la obtencién de 10 mL de
fluido pleural de pacientes diagnosticados de derrame pleural. En funcién de ese

diagnéstico los pacientes se dividieron en dos grupos:

- pacientes con derrame pleural de origen maligno (DPM). De los cuales
teniamos un grupo heterogéneo de pacientes que padecian cancer de pulmén
no microcitico, cdncer de mama, mesotelioma, cancer microcitico, linfoma,
adenocarcinoma gastrico, carcinoma ovarico, neoplasia epitelial de origen

timico, y colangiocarcinoma.
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- pacientes con derrame pleural de origen benigno (DPB). De los cuales
teniamos también un grupo heterogéneo compuesto por pacientes que
presentaban derrame de tipo tuberculoso, derrame de tipo neuménico, derrame

de tipo idiopatico, derrame reactivo, y derrame de diversos origenes.

Para medir la concentracién de calprotectina, el fluido pleural obtenido
mediante toracocentesis (extraccion de una cantidad variable de liquido pleural) en
cada paciente, fue centrifugado a 800g durante 15 min y congelado en alicuotas a -
20°C hasta su utilizacién. La concentracion de calprotectina se midié en muestras de
fluido pleural convenientemente diluido y empleando un kit comercial de
inmunoensayo ELISA tipo sandwich de la casa HyCult Biotechnology (Uden, The
Netherlands), que proporciona placas de 96 pocillos con un anticuerpo especifico anti-

calprotectina fijado a los pocillos y todos los reactivos necesarios.

Siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial, las muestras de fluido
pleural y los patrones se diluyen en Assay diluent. 100 uL de muestra diluida se
afiaden a los pocillos y se incuban a temperatura ambiente durante 1h. Esto permite
que la calprotectina presente en la muestra se una a su anticuerpo especifico. A
continuacidn, los pocillos se lavan aplicando 200 uL de Wash buffer en cada uno de
ellos, repitiendo el proceso de lavado 3 veces. Posteriormente, se afiaden 100 pL de
otro anticuerpo que reconoce la proteina calprotectina y que estd marcado con biotina,
dejando un tiempo de incubacion de 1h para que se efectie la unién. Al igual que en el
paso anterior, después de la incubacion se lavan los pocillos 3 veces con 200 pL de
Wash buffer. Posteriormente, se afladen 100 pl de estreptavidina conjugada con
peroxidasa y se incuban durante 1h, para permitir la formacidn del complejo biotina-
estreptavidina, realizando seguidamente 4 lavados con 200 pL. de Wash buffer.
Finalmente, se afiaden 100 pL del sustrato de la enzima peroxidasa para producir la
aparicion de un producto coloreado. La reaccion se incuba 25 minutos a temperatura
ambiente y se para mediante la adicion de Stop solution, midiendo la absorbancia a

450 nm en un lector de placas de ELISA.

Para calcular la concentracion de calprotectina en cada muestra se elabora una
curva patron con los datos de absorbancia obtenidos de los patrones de

concentraciones conocidas de calprotectina.
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En nuestro estudio, la concentracién en pacientes con DPM expresada como
media + desviacion estandar fue de 257,2 + 134,4 ng/mL, mientras que en pacientes
con DPB fue de 2.627,1 + 2.182,1 ng/mL. Por lo tanto, se observa una disminucién en
los niveles de calprotectina en pacientes con DPM. La diferencia observada entre la
concentracion en DPM y DPB es estadisticamente significativa (p=0,000) aplicando a

los datos el test de la U de Mann-Whitney.

Con los datos obtenidos se elaboré una curva ROC (Receiving Operating
Curve) y se determiné la sensibilidad de la prueba, definida como la capacidad para
identificar correctamente a aquellos pacientes que presentan la patologia, y la
especificidad, definida como la capacidad de la prueba para identificar correctamente
a aquellos que no presentan la patologia (22). En nuestro estudio, utilizando como
punto de corte 736,4 ng/mL de calprotectina, todos los pacientes con DPM tenian una
concentracion igual o inferior de calprotectina medida en derrame pleural (es decir,

sensibilidad del 100%), siendo la especificidad del 83,15 %.

Como el interés de la prueba es diagnosticar a los pacientes con DPM y en
estos se habia observado una disminucién de los niveles de calprotectina,
consideramos que la prueba es positiva cuando los niveles de calprotectina sean
iguales o inferiores al punto de corte elegido y la prueba serd negativa cuando la

concentracion sea superior a dicho punto de corte.

Por lo tanto, si consideramos un grupo de pacientes con DP de origen
desconocido y se determina la concentracion de calprotectina en el fluido pleural, se

puede decir:

- Que de los pacientes que den un resultado positivo en la prueba se
diagnosticarian correctamente el 100 % de los pacientes con DP. No obstante,
un 16,85 % de sujetos con DP no maligno se clasificarian también dentro de

este grupo (falsos positivos).

- Cuando la prueba resulte negativa (es decir, cuando se obtenga una
concentracion de calprotectina superior al punto de corte), querrd decir que

todos esos pacientes no padecen una enfermedad oncoldgica (verdaderos
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negativos) y que el DP que sufren tiene origen en una enfermedad de tipo

benigno, por lo que se pueden evitar pruebas agresivas para su confirmacion.
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REIVINDICACIONES

1) Procedimiento para el diagndstico de derrame pleural maligno mediante la
determinacion de la concentracion de calprotectina en liquido pleural que comprende
los siguientes pasos: a) Obtencion de muestras de 10 mL de fluido pleural de pacientes
diagnosticados de derrame pleural, centrifugacion de la muestra a 800g durante 15
min y posterior congelacion en alicuotas a -20°C hasta su utilizacién. b)
Determinacion de la concentraciéon de calprotectina empleando el ensayo ELISA tipo
sandwich de la casa HyCult Biotechnology y 100 pL. de muestra diluida, siguiendo el
protocolo descrito por la casa comercial. ¢) Comparacién de la concentracion de
calprotectina obtenida para cada una de las muestras para asi poder realizar el
diagndstico de los pacientes en funcién de los pardmetros descritos en esta patente

(punto de corte para pacientes malignos < 736,4 ng/mL).
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201101131

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 09.10.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones
Reivindicaciones

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones

Reivindicaciones

SI
NO

SI
NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de

examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201101131

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideraciéon para la
realizacién de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 ODEGAARD E. et al., "Assessment of endoglin and calportectinas
potential biomarkers in ovarian carcinoma and bordeline tumors of
the ovary". Am. J. Obstet. Gynecol. (2008), 199: 533.e1-533.e8,
todo el documento.

D02 WO 2004057341 A2 (AXIS-SHIELD ASA) 08.07.2004

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente invencion se refiere al desarrollo y puesta a punto de un procedimiento utilizable para el diagnéstico del
derrame pleural maligno mediante la determinacion de la concentracién de calprotectina en liquido pleural que permita
distinguir a aquellos pacientes que presentan derrame pleural derivado de patologias de origen oncolégico, de aquellos que
sufren derrame pleural cuyo origen no es maligno. El procedimiento comprende los siguientes pasos: a) Obtencién de
muestras de 10 mL de fluido pleural de pacientes diagnosticados de derrame pleural, centrifugacion de la muestra a 800g
durante 15 mm y posterior congelacion en alicuotas a -20°C hasta su utilizacion. b) Determinacion de la concentracion de
calprotectina empleando el ensayo ELISA tipo sandwich de la casa HyCult Biotechnology y 100 pL de muestra diluida,
siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial. ¢) Comparacion de la concentracion de calprotectina obtenida para
cada una de las muestras para asi poder realizar el diagnéstico de los pacientes en funcion de los parametros descritos en
esta patente (punto de corte para pacientes malignos &#8804; 736,4 ng/mL).

El documento DO1 se refiere a un estudio para evaluar el papel de la calprotectina como potencial biomarcador del
carcinoma de ovario.

El documento D02 describe un método de diagndstico de enfermedades cardiovasculares basado en la determinacién de la
concentracion de calprotectina en una muestra de fluido corporal.

1.- NOVEDAD

Ninguno de los documentos citados en el estado de la técnica describe un procedimiento idéntico al reivindicado en la
solicitud. En consecuencia, en opinién de esta Oficina, la reivindicacion 1 cumple el requisito de novedad establecido en el
Art. 6.1 LP 11/1986.

2.- ACTIVIDAD INVENTIVA

Los documentos D01 y D02 se consideran los documentos mas cercanos del estado de la técnica relativo a la invencion.

El documento DO1 se refiere a un estudio para evaluar el papel de la calprotectina como potencial biomarcador del
carcinoma de ovario. Como parte del estudio se determinan las concentraciones de calprotectina en derrame pleural,
peritoneal y se obtienen datos similares a los obtenidos en las concentraciones en plasma. El estudio concluye que las
concentraciones de calprotectina en los distintos derrames no se correlacionan con el grado histolégico o la supervivencia
en un cancer de ovario avanzado.

Segun D02 la calprotectina probablemente se encuentra presente en los fluidos corporales y es conocido que la
concentracion de la misma cambia, por ejemplo, incrementandose en un namero de transtornos. De esta forma, la midiendo
la concentracién de la calprotectina en el fluido corporal de pacientes que sufren de tales trastornos y comparando la
concentracion de calprotectina determinada con la existente en el fluido corporal de, por ejemplo, un sujeto sano, puede ser
utilizada como un medio de diagnéstico de tales enfermedades.

Entre otras, las enfermedades en las que la calprotectina puede ser usada como un test diagnostico incluyen: las
enfermedades reumaticas (cg., la artritis reumatoide, la artritis reumatoide juvenil, el lupus eritematoso sistémico), el
sindrome de Sjggren, los trastornos inflamatorios intraoculares, la fibrosis cistica, la enfermedad pulmonar aguda y cronica,
el carcinoma pulmonar (de células escamosas), los canceres pulmonares, etc.

En opinibn de esta Oficina, ninguno de los documentos DOl y D02 tomados solos o en combinacién proporcionan
evidencias suficientes al experto en la materia sobre el papel de la calprotectina como biomarcador de derrames pleurales
de origen maligno. En consecuencia, el procedimiento de la reivindicacién 1 cumple con el requisito de actividad inventiva
establecido en el Art. 8.1 LP 11/1986.
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