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DESCRIPCION

Utilizacion de hormonas cardiacas para diagnosticar el riesgo de sufrir complicaciones cardiovasculares como
consecuencia de medicamentos cardiotoxicos

La presente invencion esta relacionada con el diagnéstico del riesgo de sufrir complicaciones cardiovasculares como
consecuencia de medicamentos cardiotoxicos.

Un objetivo de la medicina moderna es proporcionar regimenes de tratamiento personalizado o individualizado.
Estos regimenes de tratamiento tienen en cuenta las necesidades o riesgos individuos de un paciente. Un riesgo
particularmente importante es la presencia de complicaciones cardiovasculares, concretamente una complicacion
cardiovascular no identificada.

Las complicaciones cardiovasculares, concretamente las enfermedades cardiacas, son la principal causa de
morbilidad y mortalidad en el hemisferio occidental. Es conocido que las complicaciones cardiovasculares pueden
ocurrir como resultado de ciertas medicaciones, por ejemplo el tratamiento con antraciclina, que posee efectos
cardiotdxicos. En muchos casos, el riesgo asociado con los medicamentos cardiotéxicos limita su dosis.

La utilizacién de péptidos natriuréticos como marcadores moleculares o bioquimicos es conocida como tal. En la
WO 02/089657, se ha sugerido la determinacién del péptido natriurético cerebral (BNP) para diagnosticar el infarto
de miocardio. En la WO 02/083913 se ha sugerido utilizar el BNP para predecir la morbilidad o mortalidad a corto
plazo en pacientes con fallo cardiaco congestivo, infarto de miocardio, infarto de miocardio con ST elevado, o
sindromes coronarios agudos sin ST elevado.

Suzuki et al. Han investigado si las antraciclinas pueden influenciar la concentracion en plasma de BNP (Suzuki, T.,
et al. (1998). Elevated B-type natriuretic péptido levels after anthracycline administration. American Heart Journal,
vol. 136(2), pags. 362-363.). El estudio sugiere la posible utilizacion de los niveles de BNP para valorar el estado
cardiaco tras la administracion de antraciclina. De acuerdo con su interpretacion, los niveles de BNP muy
probablemente reflejan la tolerancia cardiaca al agente cardiotoxico.

Okumura et al. Investigaron si el BNP podia utilizarse como indicador de cardiotoxicidad en pacientes con leucemia
aguda tratada con un régimen que contenia daunorubicina (Okumura, H., et al. (2000). Brain natriuretic péptido is a
predictor of anthracycline-induced cardiotoxicity. Acta Haematologica, vol. 104, pags. 158-163). Los autores
concluyen que sus resultados preliminares sugieren que el BNP puede ser util como indicador temprano y sensible a
la cardiotoxicidad inducida por la antraciclina.

Sin embargo, el valor del BNP como marcador diagnostico en el contexto de la cardiotoxicidad todavia est4 sujeto a
debate. Una revision reciente cuestiona si el BNP puede utilizarse para monitorizar la cardiotoxicidad relacionada
con los farmacos (Mohideen, M.R. (2002), Brain natriuretic peptide is more than a marker. Ceylon Medical Journal,
vol. 47(3), pags. 81-82). Otra revision reciente, publicada tres la revisidn anteriormente mencionada, llega a la
conclusién de que no existen "datos alentadores" referentes al diagnéstico temprano de la disfuncion del ventriculo
Izquierdo utilizando el BNP para diagnosticar la cardiotoxicidad causada por las antraciclinas (Tsekoura, D.K,, et al.
(2003). Brain natriuretic peptide. Hellenic Journal of Cardiology, vol. 44, pags. 266-270).

El papel del NT-proBNP en el diagnéstico de la cardiotoxicidad mediada por las antraciclinas no se ha sometido a
investigacion.

Ademas, las investigaciones previas estan relacionadas solo con la utilizacién potencial del BNP para monitorizar la
cardiotoxicidad, es decir la cardiotoxicidad causada por un farmaco después de que el tratamiento se haya iniciado.

Sin embargo, seria preferible si pudiera identificarse el riesgo de los pacientes incluso antes de que recibieran los
medicamentos cardiotdxicos. Es importante darse cuenta de que las complicaciones cardiovasculares pueden
permanecer de forma asintomatica durante largos periodos de tiempo. Por lo tanto, un diagnéstico fiable de la
presencia de una complicaciéon cardiovascular es mas dificil y con mayor tendencia a los errores de lo que
generalmente se cree (Svendstrup Nielsen, L., et al. (2003). N-terminal pro-brain natriuretic peptide for discriminating
between cardiac and non-cardiac dyspnoea. The European Jounal of Heart Failure).

Actualmente, solo los pacientes con un historial previo de enfermedad cardiaca o hipertensién se someten a una
mayor monitorizacién en caso de un tratamiento con medicamentos cardiotoxicos. En particular, los médicos de
atencioén primaria y los no cardidlogos no poseen métodos simples para identificar un problema cardiovascular no
identificado previamente.

Por lo tanto, existe la necesidad de un método o medio para identificar los pacientes de riesgo antes de que reciban
medicamentos cardiotoxicos. Concretamente, existe la necesidad de proporcionar un método de diagndstico
adecuado. Concretamente, existe la necesidad de un método de diagndstico que permita identificar los pacientes de
riesgo que no tienen un historial de complicaciones cardiovasculares. En particular, los métodos diagndsticos deben
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ser simples, rapidos, fiables y adaptados a su uso por los médicos de atencién primaria y los no cardiélogos. De
acuerdo con ello, es el objeto de la presente invencion proporcionar tales medios y métodos.

El objeto de la invencion se alcanzé mediante un método para diagnosticar el riesgo de un paciente de sufrir
complicaciones cardiovasculares como consecuencia de medicamentos cardiotéxicos de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende los pasos de

a) determinar in vitro el nivel de NT-pro BNP del paciente;

b) diagnosticar el riesgo del paciente comparando el nivel determinado con los niveles conocidos asociados con los
diferentes grados de riesgo en un paciente.

El método también puede comprender el paso de tomar una muestra de un fluido corporal o tejido del paciente.

El objeto de la invencion también se alcanzé mediante la utilizacion de medios diagndsticos para la determinacion in
vitro del nivel de NT-pro BNP del paciente para diagnosticar el riesgo del paciente de sufrir complicaciones
cardiovasculares como consecuencia de medicamentos cardiotoxicos de acuerdo con la reivindicacion 10.
Preferiblemente el nivel se determiné en una muestra de fluido corporal o tejido del paciente.

La presente invencion proporciona métodos simples y econdmicos de cribar el riesgo de los pacientes, que estan
recibiendo o van a recibir medicamentos cardiotoxicos, de desarrollar una complicacion cardiovascular como
consecuencia de dichos medicamentos cardiotdxicos. La presente invencion también proporciona los niveles de NT-
pro BNP que indican la existencia o gravedad de una complicacion cardiovascular en pacientes con o sin sintomas
obvios de una complicacién cardiovascular.

La presente invencion también permite adaptar la dosis de un farmaco al riesgo de un paciente. Para muchos
farmacos cardiotoxicos, por ejemplo las antraciclinas, es preferible empezar con la dosis mas elevada posible. Sin
embargo, adaptar la dosis de un farmaco puede ser dificil o incluso imposible una vez se ha iniciado el tratamiento.
Por lo tanto, para minimizar el riesgo de complicaciones cardiovasculares, con frecuencia se escoge una dosis del
farmaco cardiotdéxico que es demasiado baja para obtener el beneficio terapéutico 6ptimo. Como la presente
invencion permite el diagnéstico o valoracion del riesgo antes de iniciar el tratamiento, la dosis de los medicamentos
cardiotoxicos puede optimizarse, concretamente aumentarse, para maximizar el beneficio terapéutico en cada
paciente mientras se evitan las complicaciones cardiovasculares.

Por lo tanto, la presente invencion permite una decision cuidadosa e informada sobre si se deben utilizar los
medicamentos cardiotéxicos, la dosis de los mismos, y/o la organizacién de un tratamiento acompafante o
monitorizacion adecuados.

La presente invencion es ventajosa concretamente para los médicos de atencion primaria, los especialistas y los
consultes especializadas, departamentos o clinicas que frecuentemente no tienen acceso a los examenes
extensivos cardiolégicos de un cardidlogo. La presente invencion proporciona los medios y métodos para estos no
cardidlogos para un cribado simple y fiable de los pacientes, en aquellos pacientes que estan en riesgo de sufrir
complicaciones cardiovasculares como consecuencia de medicamentos cardiotéxicos.

La invencion toma ventaja de ciertos marcadores bioquimicos o moleculares. Los términos "marcador bioquimico" y
"marcador molecular" son conocidos para los expertos en la materia. En particular, son marcadores bioquimicos o
moleculares los productos de expresion génica que se expresan de forma diferencial (es decir, supraregulado o
infraregulado) en presencia o ausencia de cierto estado, enfermedad o complicaciéon. Normalmente, un marcador
molecular se define como un acido nucleico (como un mRNA), mientras un marcador bioquimico es una proteina o
péptido. El nivel de un marcador bioquimico o molecular adecuado puede indicar la presencia o ausencia del estado,
enfermedad o complicacion, y por lo tanto permite el diagnostico.

La presente invencion toma ventaja concretamente de las hormonas cardiacas, mas concretamente la NT-pro BNP,
como marcadores bioquimicos. También se considera en el contexto de la presente solicitud tomar ventaja de las
combinaciones de cualquiera de las hormonas cardiacas como marcadores bioquimicos.

Las hormonas cardiacas de acuerdo con la presente solicitud comprenden la NT-pro BNP y la urotensina.

El prepropéptido (134 aminoacidos en el caso del preproBNP) comprende un péptido sefial corto, que se elimina por
escision enzimatica para liberar el propéptido (108 aminoacidos en el caso del proBNP). El propéptido ademas se
escinde en un propéptido N-terminal (NT-propéptido, 76 aminoacidos en el caso del NT-proBNP) y la hormona activa
(32 aminoacidos en el caso del BNP, 28 aminoacidos en el caso del ANP).

El término "variantes" en este contexto esta relacionado con los péptidos sustancialmente similares a dichos

péptidos. El término "sustancialmente similar" es bien entendido por los expertos en la materia. En particular, una
variante puede ser una isoforma o alelo que posee intercambios de aminoacidos comparado con la secuencia de
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aminoacidos de la isoforma mas prevalente del péptido en la poblacién humana. Preferiblemente, tal péptido
sustancialmente similar posee una similitud de secuencia con la isoforma mas prevalente del péptido de al menos el
80%, preferiblemente de al menos un 85%, mas preferiblemente de al menos un 90%, y lo mas preferiblemente de al
menos un 95%. También son sustancialmente similares los productos de degradacién, por ejemplo los productos de
degradacion proteoliticos, que siguen siendo reconocidos por el método diagndstico o por los ligandos dirigidos
frente al respectivo péptido completo. El término "variantes" también pretende estar relacionado con las variantes de
corte y empalme.

El término "variante" también esta relacionado con un péptido modificado a nivel post-traduccional, como un péptido
glucosilado. Una "variante" también es un péptido que se ha modificado tres la recogida de la muestra, por ejemplo,
mediante la unién covalente o no covalente de un marcaje, concretamente una sefal radiactiva o fluorescente, al
péptido.

Son conocidos los ejemplos de variantes y métodos particulares para su determinacion (véase por ejemplo Ala-
Kopsala, M., Magga, J., Peuhkurinen, K. et al. (2004): Molecular heterogeneity has a major impact on the
measurement of circulating N-terminal fragments of A-type y B-type natriuretic peptides. Clinical Chemistry, vol.
50(9), 1576-1588).

Otras realizaciones de la solicitud incluyen la determinacion de diferentes marcadores en combinacion,
simultaneamente o no simultdneamente. Un ejemplo es la determinacidon del NT-proBNP, en combinacién con un
marcador de necrosis cardiaca como la troponina-T, CK-MB o la mioglobina.

El diagnéstico de acuerdo con la presente invencion incluye la determinacion, monitorizacidon, confirmacion,
subclasificacion y prediccion de una enfermedad, complicacién o riesgo relevantes. La determinacion esta
relacionada con ser consciente de una enfermedad, complicacion o riesgo. La monitorizacion esta relacionada con el
seguimiento de una enfermedad ya diagnosticada o una complicacién, por ejemplo para analizar la progresion de la
enfermedad o la influencia de un tratamiento particular sobre la progresién de la enfermedad o complicacién. La
confirmacion esta relacionada con el refuerzo o establecimiento de un diagndstico que se ha realizado previamente
utilizando otros indicadores o marcadores. La subclasificacién esta relacionada ademas con la definicion de un
diagnostico de acuerdo con diferentes subclases de la enfermedad diagnosticada, por ejemplo la definicion de
acuerdo con las formas leves y graves de la enfermedad. La prediccién esta relacionada con el prondstico de una
enfermedad o complicacion antes de que otros sintomas o marcadores sean evidentes o se hayan alterado de forma
significativa.

Los individuos que sufren enfermedades cardiovasculares pueden ser individuos que sufren de angina de pecho
estable (APS) e individuos con sindrome coronario agudos (SCA). Los pacientes de SCA pueden mostrar angina de
pecho no estable (APNE) o estos individuos han sufrido ya un infarto de miocardio (IM). El IM puede ser un IM con
ST elevado o un IM con ST no elevado. La aparicion de un IM puede ir seguida de la disfuncién ventricular izquierda
(DVI). Finalmente, los pacientes con DVI sufren fallo cardiaco congestivo (FCC) con una tasa de mortalidad de
aproximadamente un 15 %.

Las enfermedades cardiovasculares se han clasificado en un sistema de clasificacion funcional de acuerdo con la
New York Heart Association (NYHA). Los pacientes de clase | no muestran sintomas obvios de enfermedad
cardiovascular. La actividad fisica no esta limitada, y una actividad fisica normal no causa una fatiga indebida,
palpitacién o disnea (falta de aire). Los pacientes de clase Il muestran una ligera limitacion de su actividad fisica. Se
sienten comodos en estado de reposo, pero una actividad fisica normal resulta en fatiga, palpitacion o disnea. Los
pacientes de clase Il muestran una limitacion marcada de la actividad fisica. Se sienten cdmodos en estado de
reposo, pero una actividad fisica inferior a la normal les causa fatiga, palpitacion o disnea. Los pacientes de clase IV
son incapaces de realizar ninguna actividad fisica sin malestar. Estos muestran sintomas de insuficiencia cardiaca
en reposo. Si se lleva a cabo cualquier actividad fisica, el malestar aumenta.

De acuerdo con ello, los pacientes pueden estratificarse en individuos que no muestran sintomas clinicos y aquellos
con sintomas (por ejemplo disnea).

Otra caracteristica de las enfermedades cardiovasculares puede ser la "fraccién de eyeccidn ventricular izquierda"
(FEVI) que también se conoce como " fraccion de eyeccién". La gente con un corazén sano normalmente poseen
una FEVI correcta, que se describe generalmente como superior a un 50 %. La mayoria de la gente con una
enfermedad cardiaca sistdlica que es sintomatica generalmente posee una FEVI del 40 % o inferior.

La presente invencion esta relacionada con las "complicaciones cardiovasculares" que se desarrollan como
consecuencia de los medicamentos cardiotdxicos.

Una "complicacion cardiovascular" de acuerdo con la presente invencion esta relacionada con cualquier enfermedad
o evento cardiovascular. En la medida que la enfermedad o evento cardiovascular causa una complicacion
secundaria, por ejemplo congestiéon pulmonar o pulmén congestionado (que puede resultar por ejemplo de una
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insuficiencia ventricular izquierda), se entiende que también la complicacién secundaria se incluye en el término
"complicacion cardiovascular”.

Concretamente, una "complicacién cardiovascular" esta relacionada con una enfermedad coronaria cardiaca, APS,
SCA, APNE, IM, IM con ST elevado, IM con ST no elevado, DVI o FCC.

More concretamente, "complicacion cardiovascular” esta relacionada con SCA, APNE, IM, IM con ST elevado, IM
con ST no elevado, DVI o FCC.

Una complicaciéon cardiovascular de acuerdo con la presente invencion puede causar sintomas, concretamente
sintomas de acuerdo con las clases II-IV de la NYHA, mas concretamente de acuerdo con las clases lll-IV de la
NYHA.

Una complicacion cardiovascular puede estar asociada con una FEVI del 40% o inferior.

Una complicaciéon cardiovascular puede estar "compensada" o "descompensada". Compensada significa que la
necesidad regular de oxigeno del organismo sigue pudiendo satisfacerse, mientras que descompensada significa
que la necesidad regular de oxigeno del organismo ya no se satisface.

"Sufrir una complicacién cardiovascular" de acuerdo con la presente invencion también incluye el deterioro de una
complicacién cardiovascular prexistente.

El término "paciente" de acuerdo con la presente invencién estéd relacionado con un individuo sano, un individuo
aparentemente sano o concretamente, un individuo que sufre una enfermedad. Concretamente, el paciente sufre o
esta en tratamiento para el SIDA, cancer (por ejemplo sarcoma de Kaposi, cancer de mama, cancer de prostata o
leucemia), o un trastorno neurolégico (por ejemplo esclerosis multiple o depresién). Aun mas concretamente, el
paciente no posee un historial conocido de complicacién cardiovascular, y/o no muestran o muestra ligeros sintomas
(clase | o Il de la NYHA) de una complicacion cardiovascular, y/o no estd en tratamiento para una complicacion
cardiovascular.

Preferiblemente, el paciente es un paciente que esta recibiendo o a punto de recibir medicamentos cardiotéxicos.

Los medicamentos cardiotoxicos son conocidos por el experto en la materia. Los medicamentos cardiotoxicos estan
relacionados con cualquier tipo de tratamiento farmacoldégico que pueda resultar en una complicacion
cardiovascular. Concretamente, los medicamentos cardiotdxicos pueden causar dafios en las células cardiacas (por
ejemplo mediante la induccién de apoptosis), dafio tisular o puede afectar el sistema de conduccion cardiaca.

Ejemplos de medicamentos cardiotoxicos de acuerdo con la presente invencion incluyen farmacos antineoplasicos
(quimioterapéuticos), antidepresivos ftriciclicos, esclerosis multiple, anestésicos locales, interferon alfa, cocaina,
hormonas sexuales como los andrégenos o anabolizantes, y farmacos antivirales contre el VIH.

Ejemplos de antineoplasicos de acuerdo con la presente invenciéon incluyen las antraciclinas (por ejemplo
daunorubicina, idarubicina, doxorubicina (adriamicina), y epirubicina), los derivados de la antraquinona (por ejemplo
mitoxantrona), derivados de la acridina (por ejemplo amsacrina), trioxido de arsénico, y anticuerpos para la terapia
contra el cancer (concretamente anticuerpos frente a HER2 y HER3, como el trastuzumab (Herceptin)).

El antineoplasico mitoxantrona también se utiliza en el tratamiento de la esclerosis multiple.

Ejemplos de antidepresivos friciclicos de acuerdo con la presente invencién incluyen la amitriptilina, amoxapina,
clomipramina, desipramina, doxepina, imipramina, nortriptilina, protriptilina y trimipramina.

Ejemplos de anestésicos locales de acuerdo con la presente invencién incluyen la cocaina y sus derivados,
incluyendo la benzocaina, procaina, tetracaina, lidocaina, etidocaina, prilocaina, mepivacaina, bupivacaina,
ropivacaina, s-ropivacaina, articaina y fomocaina.

También se entendera que las modificaciones de los farmacos anteriormente definidos se consideran medicamentos
cardiotoxicos de acuerdo con la presente invencion. Ejemplos de tales modificaciones incluyen las pegilaciones o
formulaciones liposomales, incluyendo los denominados "liposomas furtivos". Ejemplos particulares son los
liposomas con doxorubicina (por ejemplo D-99), liposomas de doxorubicina pegilada (por ejemplo Caelyx, Doxil) y la
daunorubicina liposomal (por ejemplo Daunoxome).

Ejemplos de andréogenos son la testosterona, 5-alfa-dihidrotestosterona, metiltestosterona, propionato de
testosterona, undecanoato de testosterona, enantato de testosterona, fluoximesterona y mesterolona.

Los anabolizantes incluyen los andrégenos que se han modificado para reducir el efecto androgénico de los
andrégenos e incrementar su efecto estimulante de la formacion de proteinas. Ejemplos de anabolizantes son el
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decanoato de nandrolona, acetato de clostebol y acetato de metenolona, inhibidores de la aromatasa y beta-
sinpaticomiméticos (por ejemplo clenbuterol)

Ejemplos de farmacos antivirales contra el VIH son los inhibidores de la proteasa del VIH (por ejemplo amprenauvir,
indinavir, nelfinavir, ritonavir, saquinavir), inhibidores de la transcriptasa reversa nucleosidicos (ITRN, por ejemplo
zidovudina (AZT), abacavir, didanosina, lamivudina, estavudina, zalcitabina), e inhibidores de la transcriptasa
reversa no nucleosidicos (ITRNN, por ejemplo delavirdina, efavirenz, nevirapina).

Los farmacos antivirales contra el VIH también estan incluidos en los regimenes de TARAA (terapia antiretroviral
altamente activa). Los regimenes clasicos de TARAA comprenden el tratamiento simultdaneo con dos ITRN y un
inhibidor de la proteasa del VIH.

Un listado detallado de los farmacos cardiotdxicos utilizados para el tratamiento del VIH se proporciona en la Tabla 2
en la pagina 1424 de Barbaro, G., (2002). Cardiovascular Manifestations of HIV Infection. Circulation, vol. 106,
pags.1420-1425.

También se consideran medicamentos cardiotdxicos las combinaciones de los farmacos mencionados con otros
farmacos, por ejemplo, los quimioterapéuticos pueden combinarse con antidepresivos triciclicos, anestésicos
locales, interferon alfa o andrégenos. Como ejemplo adicional, los farmacos para la esclerosis multiple pueden
combinarse con antidepresivos triciclicos o interferones.

Como conocera el experto en la materia, ciertas combinaciones o modificaciones muestran menos efectos
cardiotoxicos y se presentan como una opcion de tratamiento, si la presente invencion indica un riesgo aumentado o
altamente aumentado de complicacion cardiovascular. Por ejemplo, los farmacos pegilados o las formulaciones
liposomales anteriormente mencionadas se han desarrollado con el propésito de reducir la cardiotoxicidad.

La cocaina y los andrégenos también son conocidos como farmacos de abuso. Por ejemplo, muchos pacientes de
VIH también son toxicomanos e iniciar un tratamiento con farmacos antivirales contra el VIH puede disparar una
complicaciéon cardiovascular. De forma similar, los atletas frecuentemente utilizan cocaina y/o andrégenos para
aumentar su rendimiento. De nuevo, medicamentos cardiotoxicos adicionales pueden disparar una complicacién
cardiovascular. Por lo tanto, la presente invencion también esta relacionada con el diagnéstico del riesgo de tales
pacientes de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de medicamentos cardiotoxicos
adicionales.

Son conocidas para el experto en la materia las circunstancias bajo las cuales una complicacién cardiovascular
puede considerarse que aparece "como consecuencia" de los medicamentos cardiotéxicos. Concretamente, una
complicacién cardiovascular se considera que ha aparecido como consecuencia de los medicamentos cardiotéxicos,
si ocurre dentro de un mes, concretamente una semana, mas concretamente un dia, tras el inicio del tratamiento con
los medicamentos cardiotoxicos.

El diagndstico de acuerdo con la presente invencion se realiza preferiblemente mediante la utilizacion de un método
diagnostico. Un método diagnostico es cualquier método que permite medir el nivel, cantidad o concentracién de una
sustancia de interés, concretamente un péptido o polipéptido de interés, mas concretamente el NT-proBNP.

Los métodos y métodos diagnésticos que pueden utilizarse para determinar los niveles de los respectivos péptidos
son conocidos para el experto en la materia. Estos métodos incluyen los métodos basados en ELISA en microplaca,
los inmunoensayos totalmente automatizados o roboticos (disponibles por ejemplo en analizadores Elecsys™), CBA
(un ensayo de union de cobalto enzimatico, disponible por ejemplo en analizadores Roche-Hitachi™), y ensayos de
aglutinacion de latex (disponible por ejemplo en analizadores Roche-Hitachi™).

Ademas, el experto en la materia estara familiarizado con los diferentes métodos de determinacion del nivel de un
péptido o polipéptido. El término "nivel" esta relacionado con la cantidad o concentracion de un péptido o polipéptido
en un paciente o una muestra tomada de un paciente.

El término "determinar" de acuerdo con la presente invencién esta relacionado con la determinacién de la cantidad o
concentracion, preferiblemente de forma semicuantitativa o cuantitativa, del acido nucleico, péptido, polipéptido u
otra sustancia de interés. La determinacion puede realizarse directamente o indirectamente. La determinacion
indirecta incluye la determinacion de las respuestas celulares, ligandos unidos, marcajes o productos de reaccion
enzimatica.

En el contexto de la presente invencion, la cantidad también esta relacionada con la concentracion. Es evidente, que
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 determinacién puede realizarse de acuerdo con cualquier método conocido en la materia. Los métodos
preferibles se describen a continuacion.
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En una realizacién preferible, el método para la determinacién del nivel de un péptido o polipéptido de interés,
concretamente el NT-proBNP, comprende los pasos de (a) poner en contacto una célula capaz de desarrollar una
respuesta celular frente al péptido o polipéptido con el péptido o polipéptido durante un periodo de tiempo adecuado,
(b) determinar la respuesta celular.

En otra realizacion preferible, el método para la determinacion del nivel de un péptido o polipéptido de interés,
concretamente el NT-proBNP, comprende los pasos de (a) poner en contacto un péptido o polipéptido con un
sustrato adecuado durante un periodo de tiempo adecuado, (b) determinar la cantidad de producto.

En otra realizacion preferible, el método para la determinacion del nivel de un péptido o polipéptido de interés,
concretamente el NT-proBNP, comprende los pasos de (a) poner en contacto un péptido o polipéptido con un
ligando de union especifica, (b) (opcionalmente) eliminar el ligando no unido, (c) determinar la cantidad de ligando
unido.

Preferiblemente, el péptido o polipéptido esta incluido en una muestra, concretamente una muestra de fluido corporal
o tejido, y se determina la cantidad del péptido o polipéptido en la muestra.

Los péptidos y polipéptidos (proteinas) pueden determinarse en muestras de tejido, células y fluidos corporales, es
decir, preferiblemente in vitro. Preferiblemente, el péptido o polipéptido de interés se determina en una muestra de
fluido corporal.

Una muestra de tejido de acuerdo con la presente invencion se refiere a cualquier tipo de tejido obtenido del cuerpo
de un humano o animal, vivo o0 muerto. Las muestras de tejido pueden obtenerse mediante cualquier método
conocido para el experto en la materia, por ejemplo mediante biopsia o curetaje.

Los fluidos corporales de acuerdo con la presente invencion pueden incluir la sangre, suero sanguineo, plasma
sanguineo, linfa, liquido cerebral, saliva y orina. Concretamente, los fluidos corporales incluyen la sangre, suero
sanguineo, plasma sanguineo y orina. La muestras de fluidos corporales pueden obtenerse mediante cualquier
método conocido en la materia.

Los métodos para obtener muestras de células incluyen la preparacion directa de células Unicas o pequefos grupos
celulares, disociando tejido (por ejemplo utilizando tripsina), y separando las células de los fluidos corporales, por
ejemplo mediante filtraciéon o centrifugacion. Las células de acuerdo con la presente invencién comprenden también
las plaquetas y otras células anucleadas, por ejemplo los eritrocitos.

Si es necesario, las muestras pueden procesarse posteriormente. Concretamente, pueden purificarse acidos
nucleicos, péptidos o polipéptidos a partir de la muestra de acuerdo con los métodos conocidos en la materia,
incluyendo métodos de filtracién, centrifugacion o extraccion como la extraccion con cloroformo/fenol.

Para la determinacion de las respuestas celulares, la muestra 0 muestra procesada se afiade a un cultivo celular y
se determina una respuesta celular interna o externa. La respuesta celular puede incluir la expresion de un gen
marcador o la secrecion de una sustancia, por ejemplo un péptido, polipéptido o una molécula pequefia.

Otros métodos preferibles para la determinacion pueden incluir la determinacién de la cantidad de un ligando que se
une especificamente al péptido o polipéptido de interés. La unidon de acuerdo con la presente invencion incluye tanto
la unién covalente como la no covalente.

Un ligando de acuerdo con la presente invencion puede ser cualquier péptido, polipéptido, acido nucleico u otra
sustancia que se une al péptido o polipéptido de interés. Es bien conocido que los péptidos o polipéptidos, si se
obtienen o purifican a partir del cuerpo de un humano o animal, pueden modificarse, por ejemplo mediante
glucosilaciéon. Un ligando adecuado de acuerdo con la presente invencion puede unirse al péptido o polipéptido
también a través de tales puntos.

Preferiblemente, el ligando debe unirse especificamente al péptido o polipéptido a determinar. La "union especifica”
de acuerdo con la presente invencién significa que el ligando no debe unirse sustancialmente a ("reaccionar de
forma cruzada" con) otro péptido, polipéptido o sustancia presente en la muestra en investigacion. Preferiblemente,
la proteina o isoforma unida especificamente debe unirse con una afinidad al menos 3 veces mayor, mas
preferiblemente al menos 10 veces mayor e incluso mas preferiblemente al menos 50 veces mayor que cualquier
otro péptido o polipéptido relevante.

La union no especifica puede ser tolerable, concretamente si el péptido o polipéptido investigado todavia puede
distinguirse y determinarse de forma inequivoca, por ejemplo de acuerdo con su tamafio en una transferencia
Western, o mediante su abundancia relativamente elevada en la muestra.
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La uniéon del ligando puede medirse mediante cualquier método conocido en la materia. Preferiblemente, el método
es semicuantitativo o cuantitativo. Los métodos adecuados se describen a continuacion.

En primer lugar, la uniéon de un ligando puede medirse directamente, por ejemplo mediante NMR o resonancia del
plasmén en superficie.

En segundo lugar, si el ligando también sirve como sustrato de la actividad enzimatica del péptido o polipéptido de
interés, puede medirse un producto de la reaccidon enzimatica (por ejemplo, la cantidad de una proteasa puede
medirse determinando la cantidad de sustrato escindido, por ejemplo en una transferencia Western).

Para medir los productos de la reaccion enzimatica, preferiblemente la cantidad de sustrato esta a saturacion. El
sustrato también puede estar previamente marcado con un marcaje detectable a la reaccién. Preferiblemente, 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 que se produzca una cantidad detectable, preferiblemente medible de
producto. En lugar de determinar la cantidad de producto, puede medirse el tiempo necesario para que aparezca
una cantidad dada (por ejemplo detectable) de producto.

En tercer lugar, el ligando puede estar acoplado de forma covalente o no covalente con un marcaje que permita la
deteccion y la medida del ligando.

El marcaje puede realizarse mediante métodos directos o indirectos. El marcaje directo involucra el acoplamiento del
marcaje directamente (covalentemente o no covalentemente) al ligando. El marcaje indirecto involucre la union
(covalentemente o no covalentemente) de un ligando secundario al primer ligando. El ligando secundario debe
unirse especificamente al primer ligando. Dicho ligando secundario puede estar acoplado a un marcaje adecuado
y/o ser la diana (receptor) de un ligando terciario que se une al ligando secundario. La utilizaciéon de ligandos
secundarios, terciarios o incluso de orden superior a menudo se utiliza para aumentar la sefial. Los ligandos
secundarios y de orden superior adecuados pueden incluir anticuerpos, anticuerpos secundarios y el sistema bien
conocido estreptavidina-biotina (Vector Laboratories, Inc.)

El ligando o sustrato también puede estar "etiquetado” con una o mas etiquetas, como se conocen en la materia.
Tales etiquetas pueden después ser las dianas de ligandos de orden superior. Las etiquetas adecuadas incluyen la
biotina, digoxigenina, etiqueta de His, Glutation-S-Transferasa, FLAG, GFP, etiqueta de myc, hemaglutinina del virus
de la influenza A (HA), proteina de unién a maltosa y similares. En el caso de un péptido o polipéptido, la etiqueta es
preferiblemente en el extremo N-terminal y/o C-terminal.

Los marcajes adecuados son cualquier marcaje detectable mediante un método de deteccion apropiado. Los
marcajes tipicos incluyen las particulas de oro, cuentas de latex, éster de acridan, luminol, rutenio, marcajes activos
enzimaticamente, marcajes radiactivos, marcajes magnéticos ("por ejemplo cuentas magnéticas", lo que incluye los
marcajes paramagnéticos y superparamagneéticos), y los marcajes fluorescentes.

Los marcajes activos enzimaticamente incluyen por ejemplo la peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina,
beta-galactosidasa, luciferasa, y derivados de los mismos. Los sustratos adecuados para la deteccion incluyen la di-
amino-benzidina (DAB), 3,3’-5,5-tetrametilbenzidina, NBT-BCIP (cloruro de 4-nitro azul de tetrazolio y 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-fosfato, disponible como una solucién de reserva lista para su uso de Roche Diagnostics), CDP-Star™
(Amersham Biosciences), ECF™ (Amersham Biosciences). Una combinacion de enzima-sustrato adecuada puede
resultar en un producto de reaccion coloreado, fluorescente o quimioluminiscente, que puede mediarse de acuerdo
con métodos conocidos en la materia (por ejemplo utilizando una pelicula sensible a la luz o un sistema de camara
adecuado). Como para la determinacién de la reaccion enzimatica, los criterios que se han proporcionado
anteriormente se aplican de forma analoga.

Los marcajes fluorescentes tipicos incluyen las proteinas fluorescentes (como la GFP y sus derivados), Cy3, Cy5,
rojo Texas, fluoresceina, y los colorantes Alexa (por ejemplo, Alexa 568). Otros marcajes fluorescentes estan
disponibles por ejemplo de Molecular Probes (Oregon). También se contempla la utilizacion de puntos cuanticos
como marcajes fluorescentes.

Los marcajes radiactivos tipicos incluyen el g, 129, 32p, Bp y similares. Un marcaje radiactivo puede detectarse
mediante cualquier método conocido y apropiado, por ejemplo una pelicula sensible a la luz o un Phosphor-imager.

Los métodos de medida adecuados de acuerdo con la presente invencién también incluyen la precipitacion
(concretamente la inmunoprecipitacion), electroquimioluminiscencia (quimioluminiscencia electrogenerada), RIA
(radioinmunoensayo), ELISA (ensayo inmunosorvente acoplado a enzima), inmunoensayos enzimaticos en
sandwich, inmunoensayos de electroquimioluminiscencia en sandwich (ECLIA), fluoroinmunoensayo de lantanidos
potenciado por disociaciéon (DELFIA), ensayo de proximidad de centelleo (SPA), turbidimetria, nefelometria,
turbidimetria o nefelometria potenciada con latex, inmunoensayos en fase sélida, y espectrometria de masas como
SELDI-TOF, MALDI-TOF o electroforesis capilar - espectrometria de masas (CE-MS). Otros métodos conocidos en
la materia (como la electroforesis en gel, la electroforesis en gel 2D, electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS
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(SDS-PAGE) vy la transferencia Western), pueden utilizarse solos o en combinacién con otros métodos de marcaje o
deteccion como los descritos anteriormente.

Los ligandos preferibles incluyen los anticuerpos, acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos y aptameros, por ejemplo
aptameros de acido nucleico o péptidos. Los métodos para estos ligandos son bien conocidos en la materia. Por
ejemplo, la identificacion y produccion de anticuerpos o aptdmeros adecuados también la ofrecen algunos
distribuidores comerciales. El experto en la materia estara familiarizado con los métodos para desarrollar los
derivados de tales ligandos con una mayor afinidad o especificidad. Por ejemplo, las mutaciones al azar pueden
introducirse en los acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos. Con estos derivados luego puede analizarse su union
de acuerdo con los procedimientos de cribado conocidos en la materia, por ejemplo la exposicion en fagos.

El término "anticuerpo” como se utiliza aqui incluye tanto los anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como los
fragmentos de los mismos, como los fragmentos Fv, Fab y F(ab)2 que son capaces de unirse al antigeno o hapteno.

En otra realizacién preferible, el ligando, que preferiblemente se escoge de entre el grupo que consiste en acidos
nucleicos, péptidos, polipéptidos, mas preferiblemente del grupo que consiste en acidos nucleicos, anticuerpos o
aptameros, esta presente en un chip.

Dicho chip contiene al menos un ligando adicional, que puede estar dirigido contra un péptido, polipéptido o acido
nucleico de interés. Dicho ligando adicional también puede estar dirigido contra un péptido, polipéptido o acido
nucleico sin interés particular en el contexto de la presente invencion. Preferiblemente, el chip contiene los ligandos
de al menos tres, preferiblemente al menos cinco, mas preferiblemente al menos ocho péptidos o polipéptidos de
interés en el contexto de la presente invencion.

De acuerdo con la presente invencion, el término "chip" se refiere a una fase sélida o trasportador de tipo gel en el
que al menos dos compuestos estan unidos o ligados en una disposicidon en una, dos o tres dimensiones. Tales
chips (lo que incluye los "chips genéticos", "chips de proteinas”, chips de anticuerpos y similares) generalmente son
conocidos para el experto en la materia y normalmente se generan sobre portaobjetos de vidrio de microscopio,
especialmente portaobjetos de vidrio recubiertos como los portaobjetos recubiertos de policationes, nitrocelulosa o

biotina, cubreobjetos y membranas como, por ejemplo, membranas basadas en nitrocelulosa o nilén.
El chip puede incluir un ligando unido o al menos dos células que expresan cada una de ellas al menos un ligando.

También se contempla utilizar los "chips en suspension" como los chips de acuerdo con la presente invencion (Nolan
JP, Sklar LA. (2002). Suspension array technology: evolution of the flat-array paradigm. Trends Biotechnol. 20(1):9-
12). En tales chips en suspension, el transportador, por ejemplo una microcuenta o microesfera, esta presente en
suspension. El chip consiste en diferentes microcuentas o microesferas, posiblemente marcadas, que son
portadoras de diferentes ligandos.

La aplicacion también esta relacionada con un método para producir chips como los que se han definido
anteriormente, en los que al menos un ligando esta unido al material transportador ademas de otros ligandos.

Los métodos para producir tales chips, por ejemplo los basados en la quimica de fase soélida y los grupos protectores
fotolabiles, son generalmente conocidos (US 5.744.305). Tales chips también pueden ponerse en contacto con
sustancias o bibliotecas de sustancias y analizar su interaccién, por ejemplo su unién o cambio de conformacién. Por
lo tanto, los chips que comprenden un péptido o polipéptido como el definido anteriormente pueden utilizarse para
identificar los ligandos que se unen especificamente a dichos péptidos o polipéptidos.

El método de acuerdo con la presente invencion comprende el paso de diagnosticar el riesgo del paciente mediante
la comparacion de un nivel determinado con los niveles conocidos asociados con diferentes grados de riesgo en un
paciente.

El experto en la materia es capaz de determinar los niveles conocidos de NT-proBNP que estan asociados con
diferentes grados de riesgo de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de los medicamentos
cardiotoxicos.

De acuerdo con la presente invencion, el término "riesgo" esta relacionado con la probabilidad de que ocurra un
incidente particular, mas concretamente una complicacién cardiovascular. El grado de riesgo puede aumentar,
aumentar fuertemente o aumentar muy fuertemente. El grado de riesgo también puede no incrementarse. "Riesgo no
aumentado” significa que aparentemente no existe riesgo de sufrir complicaciones cardiovasculares como
consecuencia de los medicamentos cardiotéxicos.

Puede elaborarse una guia sobre cuales son los niveles que estan asociados con cada grado de riesgo a partir de
los niveles de NT-proBNP que se sabe estan asociados con la presencia o gravedad de una enfermedad
cardiovascular. Por ejemplo, en base al percentil 97,5 obtenido en individuos con una edad inferior a los 50, un nivel
en plasma de 125 pg/ml de NT-proBNP se considerd un nivel normal (véase el Ejemplo 3). Niveles superiores de
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NT-proBNP se correlacionan por ejemplo con el nivel de sintomas de acuerdo con la clasificacion de la NYHA y con
el nivel de trastorno de la FEVI. El término "nivel en plasma" esta relacionado con los niveles de NT-proBNP
medidos en plasma sanguineo.

A continuacion, se proporcionan los niveles en plasma de NT-proBNP que normalmente se considera que estan
asociados con los grados indicados de riesgo de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de los
medicamentos cardiotoxicos.

Es evidente, que los niveles que se proporcionan a continuaciéon pueden servir sélo como clasificacién inicial del
riesgo de un paciente. Por ejemplo, el riesgo también depende de la capacidad de bombeo extra del corazén de un
paciente concreto.

El valor del nivel conocido también puede escogerse de acuerdo con la sensibilidad o especificidad deseadas para el
diagnostico. Cuanto mayor sea la sensibilidad deseada, menor sera la especificidad del diagnéstico y viceversa. Por
ejemplo, cuanto mayor sea el nivel conocido de NT-proBNP que se escoja para definir el riesgo, mayor sera la
especificidad del diagndstico. Sin embargo, la sensibilidad del diagnéstico sera menor.

Ademas, el experto en la materia es capaz de determinar otros niveles relevantes de los Ejemplos que también se
muestran a continuacion, concretamente los niveles que son relevantes en ciertas poblaciones de pacientes, como
los pacientes ancianos o los pacientes con niveles aumentados o reducidos de marcadores para la funcién tiroidea
(por ejemplo TSH o FT4).

Normalmente, un nivel en plasma inferior a 50 pg/ml de NT-proBNP esta asociado con la ausencia de riesgo
aumentado de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de los medicamentos cardiotdxicos.
Concretamente, en los pacientes varones un nivel en plasma inferior a aproximadamente 60 - 100 pg/ml esta
asociado con ausencia de riesgo aumentado, mientras en las pacientes mujeres un nivel en plasma inferior a
aproximadamente 120 - 150 pg/ml esta asociado con ausencia de riesgo aumentado. El valor promedio es de 125

pg/ml.

Normalmente, un nivel en plasma superior al nivel en plasma de ausencia de riesgo aumentado pero inferior a 1000
pg/ml de NT-proBNP estd asociado con un riesgo aumentado de sufrir complicaciones cardiovasculares como
consecuencia de los medicamentos cardiotoxicos.

Normalmente, un nivel en plasma entre 1000 y 5000 pg/ml de NT-proBNP esta asociado con un riesgo altamente
aumentado de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de los medicamentos cardiotdxicos.

Normalmente, un nivel en plasma superior a 5000 pg/ml de NT-proBNP esta asociado con un riesgo muy altamente
aumentado de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de los medicamentos cardiotoxicos.

Una vez se ha diagnosticado en riesgo en un paciente, puede tener consecuencias para el subsiguiente tratamiento
como se describe a continuacion. Los grados de riesgo mencionados a continuacion concretamente se refieren a los
grados de riesgo asociados con los niveles descritos anteriormente de NT-proBNP.

Si un método de acuerdo con la presente invencion indica ausencia de riesgo aumentado, entonces el tratamiento
puede continuarse como se habia planeado.

Si un método de acuerdo con la presente invencion indica un riesgo aumentado, entonces el tratamiento puede
adaptarse. Preferiblemente, el tratamiento se acompafiara de una determinacion posterior del nivel de NT-proBNP
de la invencién y un posterior diagndstico, como la electrocardiografia, ecocardiografia o cualquier otro método
adecuado conocido para el cardidlogo experto. Las dosis de medicamentos cardiotdxicos pueden reducirse y/o
puede escogerse un tipo de medicacion menos cardiotoxica para el tratamiento. Ademas, la adaptacion del
tratamiento puede incluir medidas como la restriccion de ingesta de sal, ejercicio regular moderado, evitar los
agentes antiinflamatorios no esteroideos, proporcionar inmunizaciones para influenza y neumococo, administrar
farmacos como los diuréticos (incluyendo la coadministracion de mas de un diurético), inhibidores ACE,
bloqueadores [-adrenérgicos, bloqueadores del receptor de la angiotensina, digitalis y cualquiera del resto de
medidas conocidas y que se consideren apropiadas por el experto en la materia. Por lo tanto, la presente invencion
también proporciona un método para tratar un paciente que esta recibiendo o va a recibir medicamentos
cardiotoxicos.

Si un método de acuerdo con la presente invencioén indica un riesgo altamente aumentado, entonces el tratamiento
puede adaptarse como se describe para el riesgo aumentado. Sin embargo, también se puede reconsiderar si
alguno de los medicamentos cardiotoxicos puede ser tolerado.

Si un método de acuerdo con la presente invencién indica un riesgo muy altamente aumentado, entonces el

tratamiento puede adaptarse como se describe para el riesgo altamente aumentado. Sin embargo, también puede
considerarse la hospitalizaciéon inmediata y/o el tratamiento cardiaco intensivo.
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En otra realizacion, la presente invencion esta relacionada con un método para decidir sobre el tratamiento de un
paciente con medicamentos cardiotoxicos de acuerdo con la reivindicacion 11, que comprende los pasos de (a)
determinar in vitro del nivel de NT-proBNP, (b) diagnosticar del riesgo del paciente de sufrir complicaciones
cardiovasculares como consecuencia del tratamiento planeado comparando el nivel determinado de NT-proBNP con
los niveles conocidos asociados con diferentes grados de riesgo en un paciente, (c) opcionalmente iniciar un
examen del paciente por un cardidlogo, (d) recomendar la iniciacién del tratamiento o frenar el tratamiento,
opcionalmente, considerando los resultados del examen del paciente por el cardidlogo. Preferiblemente, la iniciacion
de un examen por un cardidlogo y/o el frenado del tratamiento se recomienda si el método indica la presencia de
riesgo de sufrir complicaciones cardiovasculares como consecuencia de los medicamentos cardiotdxicos. Es
evidente que el método puede adaptarse de acuerdo con todas las realizaciones o aspectos preferibles de la
invencion mencionados en esta especificacion.

Leyenda de las figuras

Fig. 1 Frecuencia de distribucion de los niveles de NT-proBNP (mediana) en donantes de sangre (n = 2948) de 18-
65 afos de edad (18-29 afios, 30-39 afios, 40-49 afnos, 50-59 afos, 60-65 afos). V, varones; M, mujeres.

Fig. 2 Niveles de NT-proBNP en donantes de sangre y la relacién con los niveles de hemoglobina. v, varones
(diamantes); m, mujeres (cuadrados), t, total (triangulos).

Fig. 3 Niveles de NT-proBNP en varones de acuerdo con la FEVI.
Fig. 4 Niveles de NT-proBNP en mujeres de acuerdo con la FEVI.
Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.

Ejemplo 1

Medida de NT-proBNP:

Se determine el NT-proBNP mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (inmunoensayo en sandwich
Elecsys proBNP; Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un Elecsys 2010. El ensayo funciona de acuerdo con
el principio de un inmunoensayo en sandwich de electroquimioluminiscencia. En un primer paso, se incuban un
anticuerpo de captura IgG (1-21) marcado con biotina, un anticuerpo sefal F(ab’)2 (39-50) marcado con rutenio y 20
microlitros de muestra a 37T durante 9 minutos. A c ontinuacion, se afiaden microparticulas magnéticas recubiertas
de estreptavidina y la mezcla se incuba durante 9 minutos adicionales. Tras la segunda incubacion, la mezcla de
reaccion se transfiere a la célula de determinacion del sistema donde las cuentas son capturadas por medios
magnéticos en la superficie de un electrodo. Los marcajes no unidos se eliminan mediante un lavado de la célula de
determinacién con tampon.

En el ultimo paso, se aplica voltaje al electrodo en presencia de un tampoén que contiene tripropilamina y la sefal
electroquimioluminiscente resultante se registra con un fotomultiplicador. Todos los reactivos y muestras se
manipulan de forma totalmente automatizada mediante el instrumento Elecsys®. Los resultados se determinan
mediante una curva de calibracién que se genera especificamente para el instrumento mediante dos puntos de
calibracion y una curva maestra proporcionada mediante el codigo de barras del reactivo. El analisis se realiz6 de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 2
Analisis:

Se recogié la sangre para el analisis hormonal en tubos con EDTA que contenian 5000 U de aprotinina (Trasylol,
Beyer, Alemania) y tubos con litio-heparina (para la quimica clinica), segun fuera apropiado. Las muestras de sangre
y orina se centrifugaron inmediatamente durante 10 min. a 3400 rpm a 4TC. Los sobrenadantes se almacen aron a
-80T hasta su analisis.

Determinacion de NT-proANP: Se determind el NT-proANP mediante un radioinmunoensayo de uniéon competitiva
con una técnica con fase solida magnética en la modificacion de Sundsfjord, J.A., Thibault, G., et al. (1988).
Idenfication and plasma concentrations of the N-terminal fragment of proatrial natriuretic factor in man. J Clin
Endocrinol Metab 66:605-10., utilizando el mismo suero policlonal de conejo anti-proANP de rata, proANP (1-30)
humano de Peninsula Lab (Bachem Ltd, St. Helene, UK) como estandar, y proANP 1-30 yodado purificado por HPLC
para radiomarcaje. Para alcanzar una elevada sensibilidad y una buena precision, se utilizaron Dynabeads M280
con IgG de oveja anti-conejo (Dynal Biotech, Oslo, Noruega) como fase sodlida y segundo anticuerpo. El coeficiente
de variacion, a 425, 1163 y 2490 pmol* 17 fue de 7,5, 3,7y 3,4 %, respectivamente. El limite de deteccion fue de 30
pmol/l.
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Determinacion of NT-proBNP:

Se determiné el NT-proBNP mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (inmunoensayo en sandwich
proBNP de Elecsys; Roche Diagnostics, Basilea, Suiza) en un Elecsys 2010 (Mueller, T., Gegenhuber, A. (2003).
Comparison of the Biomedica NT-proBNP enzyme immuno assay and the Roche NT-proBNP chemiluminescence
immuno assay: implications for the prediction of symptomatic and asymptomatic structural heart disease. Clin. Chem.
49:976-9), véase también el Ejemplo 1. La varianza media intraensayo fue del 4,3 % (rango: de 2,7 a 5,9 % para las
muestras de plasma con una concentracion entre 7,6 y 2732 pmol *1™' con una varianza interensayo del 3,2 %. El
limite inferior de deteccién fue de 0,6 pmol *,

Ejemplo 3
Estudio de los niveles de NT-proBNP en sangre de donantes:

Un total de 1981 donantes de sangre se reclutaron del servicio de transfusion sanguinea de la Universidad de Mainz,
Alemania. La mayoria de los donantes de sangre eran donantes de repeticion y estos donantes de repeticion reciben
un examen fisico con una periodicidad anual. En base a este examen todos los donantes de sangre incluidos en el
estudio se consideraron clinicamente sanos. En el momento de la donacién de sangre se analizaron los niveles de
hemoglobina asi como los niveles de creatinina. Todas las determinaciones se realizaron antes de la donacién de
sangre. El estudio se realizé de acuerdo con la declaracién de Helsinki y fue aprobado por un comité ético local.

Como se ilustra en la Fig. 1 los valores de NT-proBNP individuales se representan en relaciéon a la edad y sexo.
Como es evidente por la Fig. 7, los niveles de NT-proBNP (mediana) fueron superiores en las mujeres que en los
hombres. Los valores atipicos se observaron mas frecuentemente en individuos ancianos (con una edad por encima
de los 50 afios) mientras en individuos mas jovenes (por debajo de 50 afios de edad) las determinaciones
individuales se encontraron agrupadas. Los valores de referencia relacionados con la edad y el sexo basados en el
percentil 97,5 se calcularon y resultaron ser de 84,2 pg/ml para los varones y de 146,2 pg/ml para las mujeres
respectivamente a una edad inferior a los 50 afios (Tabla 1).
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Se recogié una segunda muestra en un intervalo de aproximadamente 12 meses de todos los individuos que
estaban fuera del anterior rango, y como puede verse en la Tabla 2, la mayoria de las muestras permanecio fuera
del respectivo rango de referencia, lo que sugeria que estos valores elevados eran hallazgos constantes. Un
pequefio grupo de individuos con valores iniciales fuera del rango descrito en la segunda muestra mostraron valores
que se considerd que estaban dentro de los rangos de referencia definidos.

Para valorar si los valores de NT-proBNP eran independientes de los niveles de hemoglobina, se determinaron las
concentraciones de hemoglobina en varones y mujeres, y se encontré que eran de promedio 1,5 g/ml inferiores en
mujeres que en varones (Tabla 2). Los niveles de hemoglobina no dependian de la edad.

Tabla 2: Seguimiento (12 meses) de N=48 donantes de sangre con niveles elevados de NT-proBNP.

NT-proBNP vuelve a niveles normales | NT-proBNP permanece elevado
N varones 7 14
N mujeres 7 20
N total 14 34

Cuando los valores de NT-proBNP se compararon entre varones y mujeres con los mismos niveles de hemoglobina
y en grupos de la misma edad seguia existiendo una diferencia entre varones y mujeres en términos de niveles de
NT-proBNP, lo que sugeria que los niveles de hemoglobina no explicaban las diferentes concentraciones de
NT-proBNP encontradas entre varones y mujeres. También se hizo aparente que los niveles de NT-proBNP eran de
hecho dependientes de los de hemoglobina, los niveles de NT-proBNP aumentaron al reducirse la concentracion de
hemoglobina (Fig. 2).

En un grupo de individuos, se compararon los niveles de creatinina con los niveles de NT-proBNP. En el grupo
estudiado los niveles de creatinina estaban en el rango normal en todos los individuos analizados. Los niveles de
creatinina no aumentaban con la edad, y por el contrario, los niveles de NT-proBNP aumentaban con la edad, lo que
sugeria que la funcién renal puede no estar relacionada con que se dispare un aumento de NT-proBNP al aumentar
la edad (Tabla 3).

Tabla 3: Niveles de NT-proBNP agrupados por edad y especificos de género (mediana) en donantes de sangre en
relacién con los niveles de creatinina. Crea, creatinina; N, numero de donantes de sangre.

Distribucion | N Crea NT- N Crea NT- N Crea NT-
de edad [mg/dL] proBNP [mg/dL] proBNP [mg/dL] proBNP
mediana | [pg/ml] mediana | [pg/ml] mediana | [pg/ml]
mediana mediana mediana
total varones mujeres

total 880 | 0,79 25,3 528 | 0,80 20,0 352 | 0,66 47,0

<20 7 0,81 20,0 2 0,90 20,0 5 0,72 20,0

21-30 192 | 0,78 20,0 109 | 0,87 20,0 83 0,66 43,4

31-40 264 | 0,78 22,0 155 10,80 20,0 109 | 0,66 37,2

41-50 205 | 0,79 25,5 121 0,89 20,0 84 0,66 53,2

51-60 157 10,80 37,6 100 | 0,83 25,3 57 0,67 61,4

61-65 55 0,79 43,7 41 0,83 41,6 14 0,63 72,3

El estudio se inici6 determinando los valores normales y de referencia de NT-proBNP en una poblacion
aparentemente sana. Como se muestra, los niveles de NT-proBNP individuales estaban agrupados hasta la edad de
50 afios con soélo unos pocos valores atipicos. Este hallazgo es consistente con la asuncién de que las
enfermedades cardiacas y especificamente cardiovasculares son raras en este grupo de edad, por lo tanto los
valores obtenidos en individuos por debajo de los 50 se consideraron en base al percentil 97.5 como valores
normales. También se encontré que estos valores eran diferentes entre varones y mujeres. También pudo
demostrarse que de hecho los niveles de hemoglobina afectaban al nivel de NT-proBNP, y aquellos individuos con
hemoglobina menor mostraron niveles mas elevados de NT-proBNP. Cuando se analizan a los mismos niveles de
hemoglobina, seguian existiendo diferencias entre hombre y mujeres. Por lo tanto, los niveles de hemoglobina no
explicaron las diferencias en los niveles de NT-proBNP observadas entre ambos sexos.

Este estudio mostré que un numero sustancial de individuos poseian niveles de NT-proBNP que excedian el
percentil 97,5 de los individuos de edad inferior a 50. El nUmero de estos valores atipicos aumenté con la edad. LA
determinacion de los niveles de NT-proBNP se realiz6 mediante el inmunoensayo Elecsys® como se describe en el
Ejemplo 1.
Ejemplo 4

Un estudio de los niveles de NT-proBNP en pacientes de los que se sospecha presentan trastornos cardiacos:
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Se reclutaron para el estudio un total de 473 pacientes que se presentaron ante 18 cardidlogos. Estos recibieron un
historial médico, un examen fisico y un ecocardiograma en el que se registré la fraccién de eyeccién ventricular
izquierda. Ademas, se extrajeron 10 ml de sangre, se centrifugaron y almacenaron a -20 C hasta su analisis. Las
principales variables demograficas de los pacientes incluidas en este estudio se indican en la Tabla 4. El estudio fue
aprobado por un comité ético local y se llevé acabo de acuerdo con la declaracion de Helsinki.

Tabla 4: Caracteristicas de la poblacion de estudio de los pacientes que se sospecha que presentan trastornos
cardiacos. t, total; v, varones; m, mujeres.

Pacientes t v m
N 473 258 215
Edad [media] 66,0 64,5 68,0
Sintomas e indicacion N N N
Hipertension arterial 280 144 136
Presidn sanguinea, sistdlica 182 96 86
Presion sanguinea, diastdlica 78 34 44
Disnea 208 102 106
Edema 45 20 25
Arritmia 32 16 16
Angina de pecho 122 64 58
Anamnesis AIM 165 59 106
Clasificacion N N N
NYHA | 308 176 132
NYHA Il 112 52 60
NYHA Il 50 27 23
NYHA IV 3 3 0
NYHA [I-IV 165 82 83
FEVI < 30% 27 18 9
FEVI 30-50% 86 56 30
FEVI > 50% 360 184 176

Los siguientes analisis se realizaron en todos o la mayoria de los pacientes: niveles de creatinina, TSH, FT4 y NT-
proBNP. Los andlisis se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania). EI NT-proBNP se analizé utilizando un inmunoensayo recién desarrollado (Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania) utilizando un instrumento Elecsys® 2010 (véase el Ejemplo 1).

La significacion se calculd en base al método de la puntuacidon de Wilcoxon y el test de Pearson Chi cuadrado: se
considerd que existe significacion a valores de p *P < 0,05, **P < 0,01, ** P < 0,001. La probabilidad de error no
debe exceder el 5 %.

Los pacientes se separaron en tres grupos de acuerdo con la fraccion de eyeccion ventricular izquierda (FEVI), es
decir por debajo del 30 % de FEVI, 30-50 % de FEVI, y por encima del 50 % de FEVI. Los pacientes también se
agruparon de acuerdo con la clasificacion NYHA en grados I-IV.

Como se indica en la Tabla 5, los niveles de NT-proBNP se registraron en base al nivel de fraccion de eyeccion
ventricular izquierda y en base a los sintomas. La mayoria de individuos mostré niveles aumentados de NT-proBNP
si se utilizaba un umbral de 84 pg/ml para los varones y 146 pg/ml para las mujeres, que discrimina entre funcién
cardiaca normal y anormal (véase el Ejemplo 1). Los niveles medios de NT-proBNP aumentaron con el nivel de
sintomas valorados mediante la clasificacion de la NYHA y con el nivel de alteracién de la fraccién de eyeccion
medida mediante eco. La dependencia del NT-proBNP de la fraccién de inyeccidn ventricular izquierda también se
resume en las Fig. 3 y 4 para varones y mujeres respectivamente. Como puede verse en las figuras, los niveles de
NTproBNP (mediana) aumentaron con la reduccion de la fraccion de eyeccion.

Tabla 5: Niveles de NT-proBNP en pacientes de acuerdo con la FEVI y la clasificacién de la NYHA.

FEVI <30% 30-50% >50%
NYHA N, total 27 86 361
| N 2 27 280
NT-proBNP [pg/ml] media | 2848,8 506,4 3021
Il N 6 36 70
NT-proBNP [pg/ml] media | 1896,5 862,5 488,5
Il N 16 23 11
NT-proBNP [pg/ml] media | 2467,9 1946,3 698,4
v N 3 0 0
NT-proBNP [pg/ml] media | 16223,2 0 0
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Como se muestra en la Tabla 6, sélo una minoria de individuos reclutados para el estudio en los centros
cardioldgicos mostré niveles normales de NT-proBNP en base a los umbrales obtenidos en el estudio en donantes
de sangre con edades por debajo de los 50 (véase el Ejemplo 3). Los valores normales de NT-proBNP se agruparon
en individuos con una fraccion ventricular izquierda inalterada y sin sintomas, sdlo se identificaron algunos valores
atipicos.

Tabla 6: Pacientes con niveles de NT-proBNP por debajo del umbral (varones: 84 pg/ml; mujeres: 155 pg/ml) con
FEVI reducida.

FEVI <30% 30-50% >50%
N, total 27 86 361
NYHA varones | mujeres | varones | mujeres | varones mujeres
| N 0 0 2 0 29 11
Il N 0 0 0 3 1 5
1] N 0 0 0 0 0 0
v N 0 0 0 0 0 0

Un total de 32 individuos mostraron fibrilacion atrial segun indicaba un electrocardiograma (ECG) aunque la mayoria
de individuos no mostraban evidencias de fibrilacién atrial. Como puede observarse en la Tabla 7, los valores
mediana en el grupo de fibrilacion atrial fueron superiores que en el grupo de fibrilacién no atrial. Se indican las
principales variables demograficas para este grupo de pacientes. Los individuos que no mostraron fibrilacion atrial
presentaban con mayor frecuencia un historial de infarto de miocardio y angina de pecho. Los datos sugieren que la
fibrilacion atrial representa una contribucion independiente a los niveles aumentados de NT-proBNP (P: 0,0002).

Tabla 7: Niveles de NT-proBNP en pacientes con fibrilacion atrial comparados con los de pacientes sin fibrilacion
atrial.

Fibrilacion atrial Sin fibrilacién atrial Valor de p
N, total 32 442
Edad [mediana] 68,0 66,0
NT-proBNP [pgml] mediana 1055,0 401,7 0,0002 ** *

N % N %
NYHA | 22 68,8 % | 287 64,9 % >= (0,05
NYHA Il 6 18,8 % | 106 24,0% >= (0,05
NYHA Il 4 125% | 46 10,4 % >= (0,05
NYHA IV 0] 0 3 0,7 % >= (0,05
FEVI < 30% 0 0 27 6,1 % >= 0,05
FEVI 30-50% 6 18,8 % | 80 18,1 % >= (0,05
FEVI > 50% 26 81,3% | 335 75,8 % >= (0,05
Hipertension arterial 13 40,6 % | 267 60,4 % >=(,05
Presion sanguinea, sistolica 12 37,5 % 170 38,5 % >= (0,05
Presion sanguinea, diastdlica 7 21,9 % 71 16,1 % >= (0,05
Disnea 13 40,6% 195 441 % >= (0,05
Edema 3 9.4 % 42 9,5 % >= (0,05
Angina de pecho 6 18,8 % 116 26,2% >=(,05
Arritmia 0 0 78 17,6% 0,0154*

Un total de 78 individuos poseian un historial de infarto de miocardio (IM) mientras la mayoria no poseian un historial
de IM. Los individuos con historial de infarto de miocardio mostraron niveles de NT-proBNP superiores que los que
no poseian historia de IM (Tabla 8).

Tabla 8: Niveles de NT-proBNP en pacientes con anamnesis de infarto de miocardio (AIM) comparado con los
pacientes sin anamnesis AIM.

AIM No AIM Valor de p
N, total 78 381
Edad [mediana] 67,5 66,0
NT-proBNP [pgml] mediana 797,0 370,8 0,0001 ***

N % N %

NYHA | 33 42,3 % 266 69,8 % 0,001 **
NYHA I 31 39,7 % 79 20,7 % 0,001 **
NYHA 1lI 14 17,9 % 33 8,7 % 0,001 **
NYHA IV 0 0 3 0,8 % 0,001 **
FEVI < 30% 7 9,0% 19 5,0 % 0,001 **
FEVI 30-50% 37 47,4 % 47 123 % 0,001 **
FEVI > 50% 34 43,6 % 315 82,7 % 0,001 **
Hipertension arterial 45 57,7 % 234 61,4 % >= 0,05
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Presidn sanguinea, sistolica 21 26,9 % 154 40,4 % >=(,05
Presion sanguinea, diastdlica | 4 51 % 72 18,9 % >= (0,05
Disnea 51 65,4 % 156 40,9 % 0,0001 ***
Edema 10 12,8 % 35 9,2% >= 0,05
Angina de pecho 32 41,0 % 89 23,4 % 0,0015**
Arritmia 0 0 27 7,1% 0,0154*

Los valores de NT-proBNP fueron superiores en los individuos con un historial de angina de pecho que en aquellos
que no poseian un historial de angina de pecho (Tabla 9). Los pacientes con historial de angina de pecho
frecuentemente no eran sintomaticos, mostraban con mayor frecuencia enfermedades cardiacas y con mayor
frecuencia un historial de infarto de miocardio (Tabla 8).

Tabla 9: Niveles de NT-proBNP en pacientes con angina de pecho comparados con los de pacientes sin angina de
pecho.

Angina de pecho No Angina de | Valordep
pecho

N 122 335
Edad [mediana] 69,5 64,0
NT-proBNP [pgml] mediana 589,5 369,3 0,009**

N % N %
NYHA | 55 451 % | 242 72,2 % 0,00001 ***
NYHA I 50 41,0% | 60 17,9 % 0,00001 ***
NYHA Il 16 13,1 % | 31 9,3 % 0,00001 ***
NYHA IV 1 0,8 % 2 0,6 % 0,00001 ***
FEVI < 30% 6 4,9 % 12 3,6 % >=0,05
FEVI 30-50% 30 246 % | 62 18,5 % >=0,05
FEVI > 50% 86 70,5 % | 261 77,9 % >=0,05
Hipertension arterial 87 71,3 % 191 57,0 % 0,0056*
Presion sanguinea, sistélica 45 36,9 % 129 38,5 % >=(,05
Presion sanguinea, diastdlica 18 148 % | 57 17,0 % >=0,05
Disnea 81 66,4 % | 125 37,3 % 0,001***
Edema 20 16,4 % | 25 7,5 % 0,0042**
Anamnesis AIM 32 26,2% | 46 13,7 % 0,0015**
Arritmia 6 4,9 % 21 6,3 % >=0,05

La creatinina se determiné en 470 individuos. Solo 152 individuos mostraron niveles de creatinina en el rango
normal, 318 estaban fuera del rango normal. Los individuos con niveles elevados de creatinina poseian niveles
superiores de NT-proBNP que los que mostraban niveles normales de creatinina. Las variables demograficas
sugieren que los individuos con niveles elevados de creatinina mostraron con mayor frecuencia un historial de infarto
de miocardio. Los datos sugieren que una alteracion de la funcién renal per se puede contribuir a la elevacion de los
niveles de NT-proBNP cuando los pacientes con un historial de IM (AIM) se excluyen de la valoracion (Tabla 9).

Tabla 10: Niveles de NT-proBNP en pacientes con niveles elevados de creatinina.

Creatinina normal elevada Valor de p
0,66-1,1 mg/dl > 1,1 mg/dl
N, total 140 253
Edad [mediana] 66,0 65,0
NT-proBNP [pgml] mediana 289,7 456,5 0,0003 ***
N % N %
NYHA | 99 70,7% | 176 69,6 % >=0,05
NYHA Il 31 22,1% | 49 19,4 % >=0,05
NYHA Il 10 71 % 25 9,9 % >=0,05
NYHA IV 0 0 3 1,2 % >=0,05
FEVI < 30% 5 3,6 % 15 5,9 % >=0.05
FEVI 30-50% +> 50% 135 96,4 % | 238 94,1 % >=0,05
Hipertension arterial 92 65,7 % | 141 55,7 % >=0,05
Presion sanguinea, sistélica 66 471% | 94 37,2 % >=0,05
Presion sanguinea, diastdlica 32 229 % | 41 16,2 % >=0,05
Disnea 57 40,7 % | 97 38,3 % >=0,05
Edema 16 11,4% | 19 7.5 % >=0,05
Angina de pecho 31 22,1% | 58 22,9 % >=0,05
Arritmia 8 57 % 24 9,5 % >=0,05
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En un subgrupo de 306 individuos se determind la funcion tiroidea. En base a los niveles de TSH y FT4 los pacientes
se clasificaron en individuos con la funcion tiroidea normal y con la funcién tiroidea anormal. La mayoria de los
individuos con la funcién tiroidea anormal mostraron niveles elevados de TSH, pero FT4 normal, lo que sugiere una
funcion hipotiroidea compensada. La mediana de los niveles de NT-proBNP fueron superiores en los individuos con
funcion tiroidea anormal que en aquellos con la funcién tiroidea normal. Esto sugiere que la disfuncién tiroidea
representa una contribucion a los niveles elevados de NT-proBNP que con mayor probabilidad se asocian con una
alteracion de la funcién cardiaca a través de una alteracion de la funcién tiroidea (Tabla 11).

Tabla 11: Niveles de NT-proBNP en pacientes con funcion tiroidea regular comparado con los de los pacientes con
disfuncion tiroidea.

Eutirosa Disfuncion tiroidea Valor de p

N, total 139 167

Edad [mediana] 66,0 66,0

NT-proBNP [pgml] mediana 397,2 555,5 0,048*

N % N %

NYHA | 97 69,8 % | 109 65,3 % >=0,05
NYHA Il 30 216 % | 38 22,8 % >=0,05
NYHA Il 12 8,6 % 19 11,4 % >=0,05
NYHA IV 0 0 1 0,6 % >=0,05
FEVI < 30% 6 4,3 % 8 4,8 % >=0,05
FEVI 30-50% 24 173% | 37 22,2 % >=0,05
FEVI > 50% 109 784 % | 122 73,1 % >=0,05
Hipertension arterial 83 59,7 % | 96 57,5 % >=0,05
Presidn sanguinea, sistdlica 54 38,8% | 53 31,7 % >=0,05
Presion sanguinea, diastdlica 24 17,3% | 23 13,8 % >=0,05
Disnea 53 38,1% | 76 455 % >=0,05
Edema 13 9.4 % 18 10,8 % >=0,05
Angina de pecho 37 26,6 % | 41 24,6 % >=0,05
Anamnesis AIM 22 15,8 % | 29 17,4 % >=0,05
Arritmia 6 4,3 % 12 7,2 % >=0,05

Los presentes datos sugieren que cuando se compara con datos obtenidos en donantes de sangre (Ejemplo 3) la
mayoria de los pacientes que se presentan en la consulta de un cardidlogo muestran niveles elevados de
NT-proBNP. Los niveles de NT-proBNP aumentaron con el nivel de los sintomas y con la alteracion de la fracciéon de
eyeccion ventricular izquierda. El hecho de que se registraran niveles elevados de NT-proBNP en individuos
asintomaticos y en individuos con la fraccién de eyeccion inalterada indica que el NT-proBNP sirve para reconocer la
complicacién cardiaca de forma mas temprana que la mejor metodologia actual utilizada por los cardidlogos. En el
presente estudio se encontré que la funcion renal estaba frecuentemente alterada en base a los niveles de creatinina
en un grupo de pacientes con evidencia de complicacion cardiaca. Esto contrasta con un estudio en donantes de
sangre en el que se encontraron niveles de creatinina significativamente menores y normales en una poblacion de
edad similar (véase el Ejemplo 3). El estudio sugiere que deben considerarse ambos componentes, la funcién renal
y la complicacién cardiaca, y los datos también indican que la disfuncién renal de leve a moderada no influencia la
interpretacion de los valores de NT-proBNP en el diagnéstico y valoracion de las complicaciones cardiacas.

Los datos también indican que la disfuncién tiroidea puede estar asociada con la disfuncién cardiaca y puede
contribuir a los niveles elevados de NT-proBNP.

Ejemplo 6

Se estaban discutiendo las opciones de tratamiento de un paciente de 46 afios de edad con un tumor y anemia
concurrente. El tratamiento con antraciclinas parecia ser una opcion preferible. Para diagnosticar el riesgo de
complicacién cardiovascular, se determinaron los valores de NT-proBNP del paciente. El valor de NT-proBNP de 800
pg/ml indicaba un riesgo aumentado de complicacién cardiovascular, mientras el ecocardiograma no estaba
alterado. El tratamiento con antraciclinas se inicié y el valor de NT-proBNP se control6é periédicamente a intervalos
cortos. Mientras los examenes de ecocardiograma y ultrasonido permanecian inalterados, los valores de NT-proBNP
aumentaron hasta un valor de 3500 pg/ml. En base a estos valores, se diagnosticé un riesgo altamente aumentado
de sufrir complicaciones cardiovasculares. Los médicos discutieron si debian interrumpir el tratamiento, incrementar
el valor de hemoglobina o iniciar una terapia cardiaca.

Ejemplo 7
Un paciente de 62 afios con depresion con un valor de NT-proBNP de 1200 pg/ml en el momento de presentarse se
esta tratando con antidepresivos triciclicos. A causa de la sospecha de disfuncion cardiaca, el paciente se siguié de

forma regular con ECG, ecocardiograma y NT-proBNP. Los valores de NT-proBNP aumentaron significativamente
hasta 2050 pg/ml, determinados a intervalos bisemanales. Al mismo tiempo, los ECG y ecocardiogramas
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permanecian inalterados. El paciente recibié un tratamiento mas intenso para la disfuncion cardiaca, lo que incluye
los diuréticos de lazo. Posteriormente, los valores de NT-proBNP decrecieron y se considerd una terapia alternativa
de antidepresivos.

Ejemplo 8

48 pacientes que sufrian de hepatitis C cronica (de forma predominante de genotipo 1) se trataron con 5 millones de
unidades de interferén alfa 2b no pegilado, tres veces por semana, durante 48 semanas. De forma adicional, los
pacientes recibieron ribavirina. Las muestras se tomaron y se determinaron los niveles de NT-proBNP antes de que
el tratamiento se iniciara, a las 24 semanas, a las 48 semanas y a las 96 semanas. Los niveles determinados de NT-
proBNP de todos los pacientes aumenté durante el tratamiento (mediana: 37,1, 44,3, 52,4 y 49 pg/ml de NT-proBNP
en los intervalos de tiempo mencionados). Sin embargo, un paciente que ya mostraba un nivel elevado de NT-
proBNP antes del inicio del tratamiento (368 pg/ml de NT-proBNP) a continuacion desarrollé una insuficiencia
cardiaca clinicamente aparente. Este paciente también mostr6 un aumento mas intenso de NT-proBNP durante el
tratamiento que el resto de pacientes (los niveles determinados fueron: 368, 696, 376 y 413 pg/ml de NT-proBNP).
En comparacion, los niveles mas elevados de NT-proBNP determinados en cualquiera del resto de los 47 pacientes
fue de aproximadamente 200, 370, 280, 430 pg/ml en los intervalos de tiempo mencionados. El segundo nivel mas
elevado determinado en el resto de pacientes a las 96 semanas (430 pg/ml) fue de aproximadamente 280 pg/ml de
NT-proBNP. Por lo tanto, la presente invencién habria permitido el diagndstico del riesgo de sufrir complicaciones
cardiovasculares en el paciente que mostré el nivel de 368 pg/ml de NT-proBNP antes de la iniciacion del
tratamiento.

Ejemplo 9
98 pacientes que sufrian de cancer de mama se trataron con antraciclina. Un paciente mostré un nivel aumentado
de NT-proBNP ya antes de la iniciacion del tratamiento. Durante el tratamiento, el nivel determinado de NT-proBNP

del paciente aumenté fuertemente. El paciente desarrollé una insuficiencia cardiaca. EI aumento del nivel de NT-
proBNP estuvo presente antes de que los sintomas clinicos de insuficiencia cardiaca fueran aparentes.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar el riesgo de un paciente de sufrir complicaciones cardiovasculares seleccionadas de
entre enfermedad coronaria cardiaca, sindrome coronario agudo, infarto de miocardio, disfuncién ventricular
izquierda o fallo cardiaco congestivo como consecuencia de medicamentos cardiotoxicos, en el que dicho
diagnostico se realiza antes del inicio del tratamiento con dichos medicamentos cardiotéxicos, lo que comprende los
pasos de

a) determinar in vitro el nivel de NT-proBNP,

b) diagnosticar el riesgo del paciente comparando el nivel determinado con los niveles conocidos asociados con los
diferentes grados de riesgo en un paciente.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un nivel en plasma superior a 60 e inferior a 1000 pg/ml
de NT-proBNP en un paciente varén esta asociado con un riesgo aumentado de sufrir una complicacion
cardiovascular.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un nivel en plasma superior a 120 e inferior a 1000 pg/ml
de NT-proBNP en un paciente mujer esta asociado con un riesgo aumentado de sufrir una complicacion
cardiovascular.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un nivel en plasma de 1000 a 5000 pg/ml de NT-proBNP
esta asociado con un riesgo muy aumentado de sufrir una complicacién cardiovascular.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que un nivel en plasma superior a 5000 pg/ml de NT-proBNP
esta asociado con un riesgo extremadamente aumentado de sufrir una complicacion cardiovascular.

6. El método de acuerdo con las reivindicaciones de 1 a 5 en el que los medicamentos cardiotdxicos se escogen de
entre el grupo que consiste en los antineoplasicos, antidepresivos triciclicos, farmacos para la esclerosis multiple,
anestésicos locales, interferdn alfa, cocaina, andrégenos y farmacos antivirales para el VIH.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el medicamento cardiotoxico es un antineoplasico,
concretamente una antraciclina.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 7, en el que el diagnéstico esta relacionado
con la monitorizacion o confirmacion del riesgo.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 8, en el que el nivel de NT-proBNP se
determina utilizando un ligando de unién especifica, un chip, un dispositivo de microfluidica, un analizador de
quimioluminiscencia o un dispositivo robotizado.

10. La utilizacién de un anticuerpo que puede determinar in vitro el nivel de NT-proBNP de un paciente para
diagnosticar el riesgo de un paciente de sufrir una enfermedad coronaria cardiaca, sindrome coronario agudo, infarto
de miocardio, disfuncidon ventricular izquierda o fallo cardiaco congestivo como consecuencia de medicamentos
cardiotoxicos, en el que dicho diagndstico se realiza antes de que se inicie el tratamiento con los medicamentos
cardiotoxicos.

11. Un método para decidir el tratamiento de un paciente con medicamentos cardiotdxicos antes del inicio de dicho
tratamiento, que comprende los pasos de

a) determinar in vitro el nivel de NT-proBNP,

b) diagnosticar el riesgo del paciente de sufrir complicaciones cardiovasculares seleccionadas de entre una
enfermedad coronaria cardiaca, sindrome coronario agudo, infarto de miocardio, disfuncién ventricular izquierda o
fallo cardiaco congestivo como consecuencia del tratamiento planeado comparando el nivel determinado de NT-
proBNP con los niveles conocidos asociados con diferentes grados de riesgo en un paciente,

c) opcionalmente, iniciar el examen del paciente por un cardi6logo,
d) recomendar la detencién del tratamiento si el método indica la presencia de un riesgo de sufrir complicaciones
cardiovasculares seleccionadas de entre la enfermedad coronaria cardiaca, sindrome coronario agudo, infarto de

miocardio, disfuncion ventricular izquierda o fallo cardiaco congestivo como consecuencia de los medicamentos
cardiotoxicos.
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