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ES 2431578 T3

DESCRIPCION
Proendotelina-1 para la prediccion del consumo de oxigeno maximo disminuido.

El objeto de la presente invencion es un procedimiento in vitro para la predicciéon del consumo de oxigeno (VOy)
maximo disminuido en un paciente que no padece insuficiencia cardiaca;

- determinando la concentracion de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12
aminoacidos en una muestra extraida de dicho paciente;

- utilizando dicha concentracién de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12
aminoacidos como un marcador sustituto para el VO, maximo.

Otro objeto de la invencion es la utilizacion de este procedimiento para la evaluacion de riesgos antes de la cirugia
no cardiaca.

La utilizacion clinica de esfuerzo cardiopulmonar maximo (CPET) con la medicion de VO, maximo es muy conocida
(Cappuccio et al., Eur. J. Clin. Invest. 1991; 21:40-6; Benzo et al., Respir. Med. 2007; 101: 1790-7; Bolliger et al.,
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1995; 151:1472-80; Brutsche et al., Eur. Respir. J. 2000; 15:828-32; Butler et al., J.
Am. Coll. Cardiol. 2004; 43:787-93; Isnard et al., Am. J. Cardiol. 2000; 86:417-21; Isnard et al., Am. Heart J. 2003;
146: 729-35). Sin embargo, debido al equipo requerido, al tiempo, asi como un alto grado de conocimiento tanto por
el técnico como por el médico, el CPET no es una técnica muy aplicada. En particular, la estimacién de VO, maximo
basada en la carga de trabajo maxima alcanzada durante una prueba de esfuerzo estandar sin técnicas de
intercambio de gases, es decir, velocidad y grado de la cinta o la resistencia de la bicicleta ergométrica, puede estar
asociada a imprecisiones significativas, en particular en pacientes con baja capacidad de esfuerzo (Benzo et al.,
Chest 2007; 132; 1500-5, Myers et al., J. Am. Coll Cardiol. 1991; 17:1334-42), y es una alternativa insuficiente al
CPET. Por lo tanto, las alternativas disponibles rapida y facilmente a la evaluacion del VO, maximo serian muy
deseables. En un estudio anterior entre pacientes con insuficiencia cardiaca crénica (HF), se ha propuesto el péptido
natriurético tipo B (BNP) como una herramienta bioquimica para la diferenciacién de pacientes con capacidad de
esfuerzo severa y moderadamente disminuida (Kruger et al., J. Am. Coll. Cardiol. 2002; 40:718-22). (BNP procede
de un péptido precursor mas grande, proBNP, que puede escindirse proteoliticamente en BNP y proBNP N-terminal
(NT-proBNP)). Sin embargo, otros estudios en pacientes con HF han dado a conocer que la correlacion entre el BNP
y el VO, maximo podria no ser suficientemente fuerte para la evaluacion fiable del VO, maximo (Brunner-La Rocca
et al., Heart 1999; 81:121-7, Maeder et al., Int. J. Cardiol 2007; 120:391-8). Ademas, se requiere la estimacion de la
capacidad de esfuerzo no sélo en los pacientes con HF. Estudios similares para grupos de pacientes menos
seleccionados y estudios con otros biomarcadores no estan disponibles.

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion era encontrar otro marcador como sustituto para la evaluacion del
VO, méaximo por CPET. Un marcador sustituto segun la presente invencién es un sustituto para la evaluacion directa
del VO, maximo por CPET.

El marcador evaluado en la presente invencidon esta relacionado con la endotelina-1. La endotelina (ET)-1 es un
potente vasoconstrictor enddgeno proveniente del endotelio (13). La ET-1 ejerce sus efectos vasculares por la
activacion de los receptores ET(A) y ET(B) en las células del masculo liso, lo que provoca un aumento del calcio
intracelular (Yanagisawa et al., J. Hypertens. Suppl. 1988; 6:5188-91). La ET-1 enddgena contribuye
significativamente al tono vascular en reposo (Spratt et al., Br. J. Pharmacol. 2001; 134:648-54), y se ha demostrado
la vasoconstriccion mediada por el receptor ET(A) para explicar, por lo menos en parte la respuesta vasodilatadora
alterada para el esfuerzo en pacientes hipertensos (McEniery et al., Hipertension 2002; 40:202-6). Se han
encontrado concentraciones elevadas de ET-1 en condiciones asociadas a la capacidad disminuida para el esfuerzo,
incluyendo después del infarto de miocardio (Omland et al., Circulation 1994; 89:1573-9) y HF (Wei et al., Circulation
1994; 89:1580-6), asi como la neumonia obstructiva crénica (NOC) (Ferri et al., J. Clin. Pathol. 1995; 48:519-24). En
pacientes con HF, una correlacién entre la ET-1 y VO, maximo se ha sugerido anteriormente (Kinugawa et al., J.
Card. Fail. 2003; 9:318-24). Pacientes con HF parecen presentar un aumento de neurochormonas incluyendo ET-1 ya
sin prueba de esfuerzo. También se han descrito los efectos del entrenamiento con ejercicios atléticos de fuerza y
resistencia en jévenes en la concentracién de endotelina-1 en el plasma y la distension arterial (Otsuki et al.,
Experimental biology and medicine, 2006, 231, n° 6, 789-793).

El objeto de la presente invencion era el suministro de un marcador de VO, maximo en pacientes no seleccionados,
especialmente en pacientes que no padecen insuficiencia cardiaca.

Por lo tanto, el objeto de la presente invencion es un procedimiento in vitro para la prediccién de deficiencias del VO
maximo (<14 ml/kg/min) para un paciente que no padece insuficiencia cardiaca:

e determinar la concentracién de proendotelina-1 (ProET- 1) o de fragmentos de la misma de por lo menos 12
aminoacidos en una muestra obtenida de dicho pacientes;
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« utilizar dicha concentraciéon de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12
aminoacidos como marcador sustituto para el VO, maximo.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencién, la muestra se extrajo de dicho paciente
en reposo y por lo tanto se determinan las concentraciones en reposo de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de
la misma de por lo menos 12 aminoacidos.

En otra forma de realizacion preferida del procedimiento segun la invencién, se determina la concentracion de
proendotelina-1 (ProET-1) o de fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos ademas del indice de peso
corporal a maxima carga de trabajo (WLmax) €en la bicicleta y en el que la medicién de proendotelina-1 (ProET-1) o
fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos conduce a una mejora de la precision de WLmax para la
prediccion de alteraciones del VO, maximo (<14 ml/kg/min). WLmax €s la carga maxima alcanzada durante CEPT
dividido por el peso corporal del paciente [vatios/kg].

El VO, max o VO, maximo (también consumo maximo de oxigeno, absorcion maxima de oxigeno o capacidad
aerobica) es la capacidad maxima del cuerpo de una persona para transportar y utilizar el oxigeno durante el
esfuerzo progresivo, lo que refleja el estado fisico de la persona. El VO, maximo esta definido adecuadamente por la
ecuacion de Fick: VO2 max = Q(CaO; - Cv0O»), en donde Q es el gasto cardiaco del corazén, CaO; es el contenido
de oxigeno arterial, y CvO, es el contenido de oxigeno venoso. En las pruebas clinicas y deportivas en general, la
medicién del VO, méax por lo general implica una prueba de esfuerzo escalonado (ya sea en una cinta para correr o
en una bicicleta ergométrica) en el que la intensidad del esfuerzo se aumenta progresivamente, mientras se mide la
ventilacién y la concentracién de oxigeno y didxido de carbono del aire inhalado y exhalado. La VO, max se alcanza
cuando el consumo de oxigeno se mantiene en estado estacionario a pesar del aumento de la carga de trabajo. El
VO, max es ampliamente aceptado como una buena medida de la salud cardiovascular y la potencia aerébica
maxima.

Un marcador sustituto segun la presente invencién es un sustituto para la evaluacion directa del VO, méaximo por
CPET.

La evaluacién del VO, maximo (VO2 max) debe considerar el sexo y la edad de la persona. Un VO, maximo de 14
(ml/kg/min) o menos puede considerarse como muy reducida, ya que con frecuencia se califica un trasplante de
corazon (http://www.brianmac.co.uk/vo2max.htrn), véase la figura 3.

La endotelina-1 procede de una molécula precursora mas grande denominada proendotelina-1. La proendotelina-1
puede degradarse proteoliticamente en varios fragmentos segin se describe (Struck J., Morgenthaler N.G.,
Bergmann A. Proteolytic processing pattern of the endothelin-1 precursor in vivo. Peptides. Dic. 2005; 26 (12):2482-
6.). Estos fragmentos estan sujetos a la degradacion proteolitica en la circulacién de la sangre, lo cual puede
suceder rapida o lentamente, dependiendo del tipo de fragmento y del tipo y concentracidn/actividad de las
proteasas presentes en la circulacion. Por lo tanto, segin la presente invencion, se puede determinar la
concentracion de cualquiera de estos fragmentos de por lo menos 12 aminoéacidos, preferentemente fragmentos de
por lo menos 20 aminoacidos, mas preferentemente de por lo menos 30 aminoacidos. Preferentemente, se puede
determinar la pro-ET-1 del C-terminal (CT-proET-1) o de un fragmento de la misma.

En otra forma de realizacion preferida de la invencién, se determina la concentracién de proBNP o fragmentos del
mismo de por lo menos 12 aminoacidos incluyendo BNP o NT-proBNP, ademas de la WLmax Y €en el que la
determinacién de proBNP o fragmentos del mismo de por lo menos 12 aminoacidos conduce a una mejora en la
precision de WLmax para la prediccion de alteraciones del VO, maximo. Por lo tanto, segun la presente invencion, se
puede determinar la concentracion de cualquiera de estos fragmentos de por lo menos 12 aminoacidos,
preferentemente fragmentos de por lo menos 20 aminoacidos, mas preferentemente de por lo menos 30
aminoacidos.

En una forma de realizacion especialmente preferida, se determina tanto la concentracion de proendotelina-1
(ProET-1) como de fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoéacidos y proBNP o fragmentos del mismo de
por lo menos 12 aminoécidos incluyendo BNP o NT-proBNP, ademas de WLmsx Yy en la que la determinacion de
proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos y proBNP o fragmentos del
mismo de por lo menos 12 aminoacidos incluyendo BNP o NT-proBNP conduce a una mejora en la precisién de
WLmax para la prediccion de deficiencias en VO, maximo. Cuando se utilizan CT-proET-1 y BNP como fragmentos de
sus precursores, los valores limite preferibles son 74,4 pmol/l y 35,9 pg/ml, respectivamente. Por lo tanto, la
utilizacion de estos dos biomarcadores en combinaciéon con una prueba de esfuerzo estandar para la prediccion de
un pico VO, maxomo con muchas deficiencias es objeto de la presente invencion.

Es objeto de la presente invencion ademas la utilizacion de proendotelina-1, preferentemente CT-proET-1, en la
practica clinica en situaciones en las que una estimacion semicuantitativa del VO, maximo parece suficiente, por
ejemplo, para la evaluacién de riesgos antes de la intervencién quirargica no cardiaca. Para intervenciones
quirtrgicas de bajo o mediano riesgo en pacientes sin factores de riesgo importantes, tales como la angina de
pecho, la HF sintomatica o la diabetes, las directrices sugieren una capacidad umbral de esfuerzo de cuatro
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equivalentes metabdlicos como el criterio para decidir acerca de la necesidad de las pruebas no invasivas
adicionales (Eagle et al., Circulation 2002; 105:1257-67).

Por lo tanto, es objeto de la presente invencion la utilizacion de CT-proET-1 para la evaluacion del riesgo
preoperatorio. También se podria considerar una combinacion de BNP y CT-proET-1.

Segun la presente invencion dicha muestra que se extrae de un sujeto que no tiene insuficiencia cardiaca se
selecciona del grupo que comprende una muestra de sangre, una muestra de suero y una muestra de plasma.

Segun una forma de realizacion preferida de la invencion, dicha concentracién de CT-proET-1 (o fragmentos de la
misma) se determina con un inmunoandlisis de tipo sandwich. Se ha descrito un ejemplo de dicho inmunoanalisis de
tipo sandwich (Papassotiriou J. Morgenthaler N.G., Struck J., Alonso C., Bergmann A. Immunoluminometric assay for
measurement of the C-terminal endothelin-1 precursor fragment in human plasma. Clin. Chem. Jun. 2006; 52
(6):1144-1151).

En lugar de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos del mismo puede utilizarse otro marcador sustituto seleccionado
de entre el grupo que comprende pro-adrenomedulina o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos
incluyendo MR-proADM, CT-proADM, adrenomedulina y PAMP (DE 103 16 583.5, DE 10 2006 060 11; Beltowski J.,
Jamroz A. Adrenomedullin-what do we know 10 years since its discovery? Pol. J. Pharmacol. 2004 Ene-Feb; 56 (1):
5-27; Struck J., Tao C., Morgenthaler N.G., Bergmann A. Identification of an Adrenomedullin precursor fragment in
plasma of sepsis patients. Peptides agosto 2004; 25(8):1369-72).

En el contexto de la presente invencién, el término "concentracién" se refiere a las concentraciones de los
marcadores, se refiere a la cantidad de la entidad molecular mencionada en el contexto respectivo, o en el caso de
las enzimas también puede referirse a la actividad enzimatica.

Como se ha mencionado en la presente memoria en el contexto de proteinas o péptidos, el término "fragmento” se
refiere a las proteinas o péptidos mas pequefios provenientes de proteinas o péptidos mayores, que comprenden
por lo tanto, una secuencia parcial de la proteina o péptido mayor. Dichos fragmentos provienen de las proteinas o
péptidos mayores por saponificacion de uno o mas de sus enlaces peptidicos.

Como se ha mencionado en la presente memoria, un "ensayo" o "ensayo de diagnostico" puede ser de cualquier tipo
aplicado en el campo del diagnéstico. Dicho ensayo se puede basar en la unién de un analito para ser detectado a
una o0 mas sondas de captura con una determinada afinidad. En cuanto a la interaccion entre las moléculas de
ca?tura y las moléculas diana o las moléculas de interés, la constante de afinidad es preferentemente mayor de 10°
M™.

Los métodos de deteccion preferidos comprenden inmunoanalisis en diversos formatos tales como, por ejemplo,
radioinmunoanalisis, quimioluminiscencia e inmunoandlisis por fluorescencia, inmunoanalisis con enzima ligada
(ELISA), matrices de microesferas Luminex, ensayos de microchips de proteinas, y formatos de pruebas rapidas
tales como, por ejemplo, pruebas con tiras inmunocromatograficas.

Los ensayos pueden ser ensayos homogéneos o0 heterogéneos, ensayos de sandwich competitivos y no
competitivos. En una forma de realizacion particularmente preferida, el ensayo es en forma de un ensayo de tipo
sandwich, que es un inmunoandlisis no competitivo, en el que la molécula que va a detectarse y/o cuantificarse esta
unida a un primer anticuerpo y a un segundo anticuerpo. El primer anticuerpo puede estar unido a una fase soélida,
por ejemplo, una microesfera, una superficie de un pocillo o de otro recipiente, un chip o una tira, y el segundo
anticuerpo es un anticuerpo que esta marcado, por ejemplo con un colorante, con un radioisétopo, o con un reactivo
0 resto cataliticamente activo. La cantidad de anticuerpo marcado unido al analito se determina a continuacion por
un método apropiado. La composicion general y los procedimientos implicados en los "ensayos en sandwich" en
estan muy demostrados y son conocidos por los expertos en la materia. (The Immunoassay Handbook, Ed. David
Wild, Elsevier LTD, Oxford, 32 ed. (mayo de 2005), ISBN-13: 978-0080445267; Hultschig C. et al., Curr. Opin. Chem.
Biol. 2006 Feb; 10 (1): 4-10 PMID: 16376134).

En una forma de realizacion particularmente preferida, el ensayo comprende dos moléculas de captura,
preferentemente anticuerpos que estan presentes en forma de dispersiones en una mezcla de reaccion liquida, en
donde un primer componente de marcaje esta unido a la primera molécula de captura, en el que dicho primer
componente de marcado es parte de un sistema de marcaje por fluorescencia o extincion de quimioluminiscencia o
amplificacién, y un segundo componente de marcaje de dicho sistema de marcaje se une a la segunda molécula de
captura, de modo que tras la unién de las dos moléculas de captura al analito se genera una sefial mensurable que
permite la deteccion de los complejos de tipo sandwich formados en la solucion que comprende la muestra.

Todavia mas preferentemente, dicho sistema de marcaje comprende criptatos de tierras raras o quelatos de tierras
raras en combinacién con un colorante de fluorescencia o un colorante de quimioluminiscencia, en particular, un
colorante de tipo cianina.
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En el contexto de la presente invencion, los ensayos de fluorescencia comprenden la utilizacion de colorantes, que
se puede seleccionar por ejemplo de entre el grupo que comprende FAM (5- o 6-carboxifluoresceina), VIC, NED,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC), IRD-700/800, colorantes de cianina, tales como CY3, CY5, CY3.5,
CY5.5, CY7, xanteno, 6-carboxi-2'4',7'4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), TET, 6-carboxi-4',5'-dicloro-2'7'-
dimetoxifluoresceina (JOE), N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxi-rodamina (TAMRA), 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 5-
carboxirodamina-6G (R5G5), 6-carboxi-rodamina-6G (RG6), rodamina, rodamina verde, rodamina roja, Rodamina
110, colorantes BODIPY, tales como BODIPY TMR, verde Oregon, cumarinas tales como la umbeliferona,
benzimidas, tales como Hoechst 33258; fenantridinas, tales como rojo de Texas, amarillo Yakima, Alexa Fluor, PET,
bromuro de etidio, colorantes de Acridinio, colorantes de carbazol, colorantes de fenoxazina, colorantes de porfirina,
colorantes Polimetina y similares.

En el contexto de la presente invencion, los ensayos basados en quimioluminiscencia comprenden la utilizacion de
colorantes, a base de los principios fisicos descritos para materiales quimioluminiscentes en Kirk-Othmer,
Encyclopedia of Chemical Technology, 42 ed., editor ejecutivo, J. |. Kroschwitz;. editor, M. Howe-Grant, John Wiley &
Sons, 1993, vol.15, pags. 518-562, incorporado en la presente memoria como referencia, incluyendo las citas en las
paginas 551-562. Los colorantes quimioluminiscentes preferidos son los ésteres de acridinio.

En el contexto de ensayos, "sondas de captura” son moléculas que se pueden usar para unir moléculas diana o las
moléculas de interés, es decir, analitos de una muestra. Las moléculas de captura por lo tanto deben ser
conformadas adecuadamente, tanto en el espacio como desde el punto de vista de caracteristicas superficiales,
tales como carga en superficie, hidrofobia, hidrofilia, la presencia o ausencia de donantes y/o aceptores de Lewis,
para unir especificamente las moléculas diana o las moléculas de interés. Por la presente memoria, la unién puede
por ejemplo ser mediada por interacciones iénicas, de Van-der-Waals, pi-pi, sigma-pi, hidréfobo o de enlace de
hidrégeno o una combinacién de dos o mas de las interacciones mencionadas entre las moléculas de captura y las
moléculas diana o moléculas de interés. En el contexto de la presente invencion, moléculas de captura se pueden
seleccionar por ejemplo de entre el grupo que comprende una molécula de acido nucleico, una molécula de
carbohidrato, una molécula de APN, una proteina, un anticuerpo, un péptido o una glicoproteina. Preferiblemente,
las moléculas de captura son anticuerpos, incluyendo fragmentos de los mismos con suficiente afinidad por un
objetivo o molécula de interés, e incluyendo anticuerpos recombinantes o fragmentos de anticuerpos recombinantes,
asi como derivados quimica y/o bioguimicamente modificados de dichos anticuerpos o fragmentos provenientes de
la cadena variante con una longitud de por lo menos 12 aminoacidos de la misma.

Tal como se utilizan en la presente memoria, los términos tales como "marcador” "marcador(es) de prondstico,
parametro(s) o factor(es)" o "biomarcador® o "marcador biolégico” se utilizan indistintamente y se refieren a
parametros biolégicos mensurables y cuantificables (por ejemplo, concentracion de la enzima especifica,
concentracion de la hormona especifica, distribuciéon especifico del fenotipo génico en una poblacion, presencia de
sustancias bioldgicas) que sirven como indices para las evaluaciones relacionados con la salud y la fisiologia, tales
como el riesgo de enfermedad, los trastornos psiquiatricos, la exposicion al ambiente y sus efectos, el diagnostico de
enfermedades, procesos metabdlicos, la drogadiccion, el embarazo, el desarrollo de estirpes celulares, los estudios
epidemioldgicos, etc. Por otra parte, un biomarcador se define como una caracteristica que se mide y se evalla
objetivamente como un indicador de procesos biolégicos normales, procesos patdégenos, 0 respuestas
farmacoldgicas a una intervencion terapéutica. Un biomarcador se puede medir en una muestra biolégica (como
sangre, orina, o prueba de tejido), puede ser un registro obtenido de una persona (presién arterial, ECG o Holter), o
puede ser una prueba de diagnéstico por la imagen (ecocardiografia o tomografia axial computerizada) (Vasan et al.
2006, Circulation 113:2335-2362).

Los biomarcadores pueden indicar una variedad de caracteristicas de salud o enfermedad, incluyendo el nivel o tipo
de exposicion a un factor ambiental, la sensibilidad genética, las respuestas genéticas a las exposiciones, los
biomarcadores de la enfermedad subclinica o clinica, o los indicadores de respuesta al tratamiento. Por lo tanto, una
manera simplista para pensar de los biomarcadores es como indicadores de caracteristicas de enfermedades (factor
de riesgo o0 biomarcadores de riesgo), estado de la enfermedad (preclinico o clinico) o la tasa de la enfermedad
(evolucioén). Por consiguiente, los biomarcadores pueden clasificarse como biomarcadores de antecedentes
(identificando el riesgo de desarrollar una enfermedad), biomarcadores de deteccion (deteccion de la enfermedad
subclinica), biomarcadores de diagnoéstico (reconociendo la enfermedad declarada), biomarcadores de estadificacion
(clasificando la gravedad de la enfermedad) o biomarcadores de pronéstico (prediciendo el curso futuro de la
enfermedad, incluyendo la recaida y la respuesta al tratamiento, y seguimiento de la eficacia de la terapia). Los
biomarcadores también pueden servir como criterios sustituto. Un criterio sustituto es el que puede utilizarse como
un resultado en los ensayos clinicos para evaluar la seguridad y la eficacia de las terapias en lugar de la medicion
del resultado verdadero de interés. El principio subyacente es que las alteraciones en el criterio sustituto siguen de
cerca los cambios en los resultados de interés. Los criterios sustitutos tienen la ventaja de que pueden ser reunidos
en un marco de tiempo mas corto y con menos gastos que los criterios, tales como la morbilidad y la mortalidad, que
requieren grandes ensayos clinicos para la evaluacion. Los valores adicionales de los criterios sustitutos incluyen el
hecho de que estan mas proximos a la exposicién/intervencién de interés y pueden ser mas faciles de relacionar
causalmente que los episodios clinicos mas distantes. Un inconveniente importante de los criterios sustitutos es que
si el resultado clinico de interés esta influido por numerosos factores (ademas del criterio sustituto), la confusién
residual puede reducir la validez del criterio sustituto. Se ha sugerido que la validez de un criterio sustituto es mayor
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si puede explicar, por lo menos el 50% del efecto de una exposicion o intervencion en el resultado de interés. Por
ejemplo, un biomarcador puede ser una proteina, péptido o una molécula de acido nucleico.

"Pacientes" en el contexto de la invencién, se entiende que son todas las personas o animales, independientemente
de si presentan o0 no cambios patoldgicos, a menos que se indique lo contrario. En el contexto de la invencién,
cualquier muestra recogida de células, tejidos, 6rganos, organismos o similares, puede ser una muestra de un
paciente que va a ser diagnosticado. En una forma de realizacion preferida, el paciente segin la invencion es un ser
humano.

Una "muestra"” en el contexto de la invencién pueden ser todos los tejidos y todos los liquidos biolégicos tales como
la linfa, orina, liquido cefalorraquideo, sangre, saliva, suero o heces. Los tejidos pueden ser, por ejemplo, tejido
epitelial, tejido conectivo, tal como hueso o sangre, tejido muscular, tales como el muisculo visceral o liso y el
musculo esquelético y, tejido nervioso, médula ésea, cartilago, piel, mucosas o cabello. La muestra se recoge del
paciente o se somete al diagndéstico segun la invencion. Cuando proceda, como por ejemplo en el caso de muestras
sélidas, puede ser necesario disolver, homogeneizar o extraer la muestra con un disolvente antes de su uso en la
presente invencion a fin de obtener una muestra de liquida. Una muestra liquida por este medio puede ser una
solucion o suspensién. Las muestras liquidas pueden someterse a uno 0 mas pretratamientos antes de su uso en la
presente invencion. Dichos pretratamientos incluyen, pero no se limitan a la dilucion, filtracién, centrifugacion,
concentracion, sedimentacion, precipitacion o dialisis. Los pretratamientos pueden incluir también la adicién de
sustancias quimicas o bioquimicas a la solucion, tales como acidos, bases, tampones, sales, disolventes, colorantes
reactivos, detergentes, emulsionantes o quelantes.

Descripcion de las figuras

Figura 1:

Titulo: Relacion entre el consumo maximo de oxigeno, la carga de trabajo externa y los biomarcadores

Leyenda: Graficos de dispersion que ilustran las correlaciones entre el consumo maximo de oxigeno (VO2 maximo) y
el péptido natriurético tipo B (BNP, grafico A), proendotelina-1-C-terminal (CT-proET-1, grafico B), y el indice de
peso corporal a maxima carga de trabajo externa en la bicicleta (WLmax, grafico C) y, asi como la correlacion entre
BNP y CT-proET-1 (grafico D). Se dan los coeficientes de correlacion de Spearman. Téngase en cuenta la escala
logaritmica para el VO, maximo y BNP.

Figura 2:

Titulo: Precision de biomarcadores solos o combinados con carga de trabajo externa para la prediccion de un
consumo méaximo de oxigeno <14 ml/kg/min.

Leyenda: Grafico A: Curvas caracteristicas de receptor-operador (CRO) que muestran el ABC (con intervalos de
confianzas del 95%) para la prediccion de un VO, maximo <14 ml/kg/min para el péptido natriurético tipo B (BNP) y
proendotelina-1-C-terminal (CT-proET-1) en descanso. Gréfico B: Curvas CRO que muestran el ABC (con intervalos
de confianzas del 95%) para la prediccién de un VO, maximo <14 ml/kg/min para el BNP y la CT-proET-1 en reposo
y en esfuerzo maximo. Grafico C: Curvas CRO que muestran el ABC para la prediccion de un VO, maximo
<14 ml/kg/min para el BNP y la CT-proET-1 en reposo e indice de peso corporal a maxima carga de trabajo (WLmax)
en la bicicleta. Para una mejor comparacion con BNP y CT-proET-1 se muestra la curva CRO para 1/WLmax. Ademas
se muestran la sensibilidad y 1-especificidad de las combinaciones de los limites 6ptimos para WLmax con limites
optimos para CT-proET-1 y BNP. Las flechas indican la sensibilidad y 1-especificidad del limite éptimo de WLmax (—)
y las combinaciones de WLmax, CT-proET-1 y BNP para conseguir especificidad 6ptima (») o sensibilidad (ss»).

Figura 3:

VO, méax medio varia entre mujeres y hombres.

Figura 4:

(a) Curvas caracteristicas receptor-operador (CRO) que muestran las areas bajo la curva (ABC) para el péptido
natriurético tipo B (BNP), la puntuacién de cinco unidades de BNP, y la puntuacion de seis unidades [adicion
de proendotelina-1-C-terminal (CT-pre-ET-1)] para la prediccién de un consumo maximo de oxigeno (VO
méaximo) <14 ml kg™ min™.

b) Curvas CRO que muestran el ABC de CT-proET-1, la puntuacién de cinco unidades de CT-proET-1, y la
P
puntuacion de seis unidades (ademas de BNP) para la prediccion de un VO, maximo <14 ml kg min™.
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Ejemplos
Sumario

El presente estudio de una muestra representativa de pacientes no seleccionados remitidos para CPET pusieron de
manifiesto dos importantes conclusiones: En primer lugar, CT-proET-1 medida en reposo se relacioné con el VO,
maximo y tenia una gran precision en la prediccién de VO, maximo drasticamente disminuido y por eso superado el
BNP. En segundo lugar, la medicién adicional de CT-proET-1 y BNP llevé a una notable mejora en la precision de
WLmax para la prediccion de VO, maximo drasticamente disminuido.

Procedimientos
Poblacion del estudio

Desde mayo de 2004 a junio de 2005, 185 pacientes consecutivos remitidos para CPET para la evaluacién de la
intolerancia al esfuerzo inexplicable fueron seleccionables para su inclusidon. Se excluyeron los pacientes sin
autorizacion por escrito (n = 12) y pacientes sin determinacién de CT-pro-ET-1 y/o BNP (n = 11). Esto dejo un total
de 162 pacientes para el presente andlisis. Este estudio fue aprobado por el comité de ética local. La autorizacién
por escrito se consiguid de todos los pacientes participantes.

Procedimientos del CPET

Se sometid a los pacientes a ejercicio de pedaleo erguidos limitado por sintomas utilizando protocolos de rutina con
un electrocardiograma de 12 derivaciones registrando cada minuto de ejercicio y seguimiento continuo del
electrocardiograma durante la prueba. Se aplicaron los siguientes criterios de valoracion de la prueba: agotamiento
fisico, angina de pecho grave, arritmia ventricular constante o hipotension de esfuerzo. Los gases espirados se
captaron continuamente, y el consumo de oxigeno (VO) y la produccion de dioxido de carbono (VCO,) se
registraron en promedios sucesivos de 30 segundos. La calibracion del sistema se llevé a cabo antes de cada
ensayo con una jeringa de 3 litros. El indice de intercambio respiratorio (RER), definido como VCO; dividido por VO,
se determino durante todo el ensayo. Se suponia esfuerzo maximo si se cumplia por lo menos uno de los siguientes
criterios: 1. frecuencia cardiaca maxima > 80% prevista, 2. RER > 1,2, 3. lactato a maximo esfuerzo > 4,5 mmol/l, o
4. exceso de base > -2,5 mmol/l (Schmid et al., Respirology 2007; 12:916-23). Estos criterios se han utilizado en
nuestro laboratorio de CPET durante afios y reflejan los principios establecidos en las directrices de la American
Thorax Society/Amercian College of Chest Physicians (ATS/ACCP Statement on cardiopulmonary exercise testing,
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2003; 167:211-77). La capacidad de esfuerzo se expresé como VO, maximo medido
directamente y la indice de peso corporal a maxima carga de trabajo (WLmax) en la bicicleta.

Toma de muestras de sangre y procedimientos de laboratorio

Se extrajo una muestra de sangre venosa antes y un minuto después de esfuerzo maximo en posicién de sentado
de un catéter previamente insertado en la vena antecubital. Estas muestras se recogieron en tubos de plastico que
contienen etilendiamintetra-acetato. Se colocaron en hielo y a continuacion se centrifugaron a 3.000 g, y el plasma
se congeld a -80°C. Todas las muestras de plasma se analizaron aproximadamente un afio después de la toma. El
técnico del laboratorio que realizé los ensayos estaba en un lugar diferente y con las caracteristicas de los pacientes
y resultados del CPET ocultos. Se detectd CT-proET-1 utilizando un nuevo ensayo disponible en el mercado en
formato de tubo revestido con quimioluminiscencia (BRAHMS AG, Hennigsdorf/Berlin, Alemania) como se describié
anteriormente (Papassotiriou et al., Clin Chem. 2006; 52:1144-51; Khan et al.,, Am. Heart J 2007; 154:736-42). La
concentracion de BNP se determind utilizando el ensayo AxSYM BNP que puede adquirirse en el mercado (Abbott
Laboratories, Zug, Suiza) (Mueller et al., Clin. Chem. 2004; 50:1104-6). Este inmunoanalisis enzimatico de
microparticula totalmente automatizado utiliza dos anticuerpos monoclonales de ratén en un formato de dos etapas.
Armonizandose a la prueba de BNP Biosite, tiene un intervalo dinamico de 1-4000 pg/ml.

Andlisis estadistico

Los datos se expresaron en nimeros y porcentajes, media + desviacion estandar, y la mediana (intervalo intercuartil)
a menos que se indique lo contrario. La distribucion normal de los datos se probé con la utilizacién de la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Se hicieron comparaciones utilizando las pruebas de la ji al cuadrado o exacta de Fisher,
pruebas de la t para datos independientes o pruebas no paramétricas, segun corresponda. Para comparar las
concentraciones de BNP (log-transformado debido a desigual distribucion) y CT-proET-1 en reposo y en esfuerzo
maximo se realizé analisis de varianza para medidas repetidas. Se realizaron correlaciones entre los parametros de
interés utilizando los coeficientes de correlaciéon de Spearman.

Se construyeron curvas CRO para evaluar la sensibilidad y especificidad de TC-proET-1 y BNP a todas las
concentraciones y WLmax para detectar un VO, maximo <14 mi/kg/min. Este limite se seleccioné basandose en su
valor pronostico probado en pacientes con HF (Cappuccio et al., Eur. J. Clin. Invest. 1991; 21:40-6) y el hecho de
que corresponde a cuatro equivalentes metabdlicos, que es un limite frecuentemente utilizado para la diferenciacién



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2431578 T3

de la capacidad de esfuerzo severa y moderadamente disminuida para la estratificacion del riesgo preoperatorio
(Eagle et al., Circulation 2002; 105, 1257-67). Se calcularon la sensibilidad, especificidad, valor pronéstico positivo y
valores prondstico negativos de los limites 6ptimos de biomarcadores y WLmax, asi como su combinacion. Se
compararon las curvas CRO utilizando el método de DelLong et al. (DeLong et al., Biometrics 1988; 44:837-45)
utilizando un programa informatico especializado (Analyse-it V2.04, Leeds, Reino Unido). Se realizaron otros analisis
estadisticos utilizando SPSS/PC (version 15.0, SPSS Inc, Chicago, IL). Todas las pruebas de hipétesis fueron de
dos colas. Se consideré estadisticamente significativo un valor de p <0,05.

Resultados
Pacientes

En la Tabla 1 se presentan las caracteristicas de los pacientes que consiguen un VO, maximo <14 ml/kg/min (n =
39) frente a 214 ml/kg/min (n = 123). Los pacientes con un VO, maximo <14 mi/kg/min eran de mayor edad, con mas
sobrepeso, eran mas propensos a tener arteriopatia coronaria, arteriopatia obstructiva periférica, neumopatia
obstructiva crénica e hipertensién pulmonar, eran mas propensos a ser tratados con bloqueantes beta, inhibidores
del sistema renina-angiotensina-aldosterona, diuréticos, nitratos, aspirina y estatinas, y eran mas sintomaticos que
los pacientes con VO, méaximo = 14 ml/kg/min.

CPET

En la Tabla 2 se muestran los resultados del CPET. La frecuencia cardiaca maxima, la presion arterial sistélica
maxima, y por definicion, las medidas de capacidad de esfuerzo fueron inferiores en los pacientes con VO, maximo
<14 mil/kg/min que en aquellos con VO, maximo = 14 ml/kg/min. El volumen espiratorio forzado en el primer segundo
y la relacién entre el volumen espiratorio forzado en el primer segundo y la capacidad vital forzada fue menor, y la
frecuencia respiratoria en reposo fue mayor en los pacientes con un VO, maximo <14 ml/kg/min. La presién arterial
de oxigeno en esfuerzo maximo, pero no en reposo y la presiéon del diéxido de carbono arterial en reposo, pero no
en esfuerzo maximo fueron menores, y el gradiente alvéolo-arterial tanto en reposo como en esfuerzo maximo fue
mayor en los pacientes con un VO, maximo <14 ml/kg/min en comparacion con aquellos con un VO, maximo 2
14 ml/kg/min.

Cinéticas de CT-proET-1y BNP

En la Tabla 3, se muestran los niveles de biomarcadores en reposo y en esfuerzo maximo, asi como cambios
absolutos y relativos desde reposo hasta esfuerzo maximo en pacientes con un VO, maximo <14 ml/kg/min frente a
> 14 ml/kg/min. Las concentraciones de CT-proET-1 y BNP en reposo (p <0,001 para ambos) y en esfuerzo maximo
(p <0,001 para ambos) fueron mayores en los pacientes con un VO, maximo <14 ml/kg/min en comparacién con
aquellos con un VO, maximo = 14 ml/kg/min. Hubo un aumento significativo en CT-pro-ET-1 y BNP desde reposo
hasta esfuerzo maximo en los pacientes con VO, maximo <14 ml/kg/min y = 14 mi/kg/min. Los cambios absolutos y
relativos en CT-proET-1 y BNP fueron similares en ambos grupos.

Relacion entre CT-proET-1, BNP y WLnax Y VO2 maximo

Como se muestra en la Figura 1, hubo un aumento estadisticamente significativo, pero sélo correlaciones
moderadas entre CT-proET-1 y BNP y VO, maximo (graficos A y B). Por el contrario, WlLnsx y VO2 maximo estaban
estrechamente relacionados (grafico C). También hubo una correlacion moderada entre CT-proET-1 y BNP (grafico
D).

CT-proET-1 y BNP en reposo para la prediccion de un VO, maximo <14 ml/kg/min

En la Figura 2A, se muestran las curvas CRO para las concentraciones de CT-proET-1 y BNP en descanso para la
prediccion de un VO, maximo <14 ml/kg/min. El area bajo la curva (ABC) para CT-proET-1 fue de 0,76 [intervalo de
confianza del 95% (HF del 95%) 0,68-0,84; p<0,001], y el ABC para BNP fue de 0,65 (HF del 95% 0,54-0,75; p =
0,006). La comparacion de las curvas revel6 una diferencia significativa a favor de la CT-proET-1 (p = 0,03). El limite
optimo de CT-proET-1 de 74,4 pmol/l tenia una sensibilidad del 74% y una especificidad del 74%, y el limite 6ptimo
de BNP de 35,9 pg/ml tenia una sensibilidad del 80% y una especificidad del 51% para la prediccion de un VO,
maximo <14 ml/kg/min.

CT-proET BNP y en esfuerzo maximo para la prediccion de un VO, maximo <14 mi/kg/min

En la Figura 2B se muestran las curvas CRO para CT-proET-1 y BNP no soélo en reposo, sino también en esfuerzo
maximo. El ABC para CT-proET-1 y BNP medido en esfuerzo maximo fueron 0,76 (HF del 95% 0,65-0,83; p<0,001)
y 0,65 (HF del 95% 0,54-0,75; p<0,001), respectivamente. El limite de CT-proET-1 para esfuerzo maximo optimo de
74,0 pmol/l tenia una sensibilidad del 80% y una especificidad del 67%, y el limite de BNP para el esfuerzo maximo
Optimo de 128,2 pg/ml tenia una sensibilidad del 44% y una especificidad del 82%. Por lo tanto, los valores medidos
en esfuerzo maximo no se afiaden a la informacion obtenida de las concentraciones en reposo.
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WLmax, combinado con biomarcadores para la prediccién de un VO, maximo <14 ml/kg/min

Como era de esperar, WLnax tenia una alta precision aunque no perfecta para la prediccién de un VO, maximo
<14 ml/kg/min [ABC de 0,92 (HF del 95% 0,88-0,96), p <0,001] . Un limite 6ptimo de 1,22 vatios/kg tuvo una
sensibilidad del 87% y una especificidad del 85%. Como se muestra en la Figura 2C, el ABC de WLmax (representado
como 1/vatio por kilogramo de peso corporal) fue mejor que la de BNP (p <0,001) y CT-proET-1 (p <0,001). Debe
apreciarse que se necesita un limite de 1,50 vatios/kg para lograr una sensibilidad del 100% (especificidad 67%), y
que podria conseguirse una especificidad del 100% si se seleccionase un limite para WLmax de 0,72 vatios/kg
(sensibilidad del 15%).

En la Tabla 4 se muestran las caracteristicas de la prueba de los limites 6ptimos para WLmax ¥ los biomarcadores,
asi como sus combinaciones. El uso afiadido de CT-proET-1 o/y BNP mejoré la especificidad y el valor predictivo
positivo de WLnax para la prediccién de un VO, maximo <14 ml/kg/min de 85% y 65%, respectivamente, hasta un
maximo de 97% y 85%, respectivamente. Por otro lado, no habia ningln paciente sin ningun valor de la prueba
patolégica (es decir, BNP <35,9 pg/ml, CT-pro-ET <74,4 pmol/l, WLmax >1,22 vatios/kg) que tuviera un VO, maximo
<14 mi/kg/min, es decir la sensibilidad y el valor predictivo negativo de esta combinacién fueron del 100%, mientras
que la sensibilidad y el valor predictivo negativo del limite 6ptimo de WLmax solo eran de 85% y 95%,
respectivamente.

En la Figura 2C, se aprecia el impacto de la CT-proET-1 y BNP afiadido a WLmax para la prediccién de un VO
maximo <14 mi/kg/min. Es obvio que, en particular, CT-proET-1 o una combinacion de CT-proET-1 y BNP podria
mejorar la sensibilidad y especificidad del limite 6ptimo para WLmax.

BNP y CT-proET-1 combinados con otros parametros para la prediccion de un VO, maximo <14 ml kg'l min™*

El ABC para FEV1, D(A-a)O2 e IMC para la prediccion de un VO, maximo <14 ml kg'1 min’ fueron 0,77 [intervalo de
confianza del 95% (HF del 95%) 0,68-0,87; p <0,001], 0,76 (HF del 95%: 0,66-0,85, P <0,001) y 0,65 (HF del 95%
0,53-0,78, P = 0,01), respectivamente. Los limites 6ptimos y las caracteristicas de la prueba se muestran en la Tabla
4. El ABC para PaCO; no mostré un resultado estadisticamente significativo (P = 0,07). Una puntuacién de cinco
unidades con un punto de puntuaciéon para FEV; <1,88 L, D(A-a)O; > 28 mm Hg, IMC> 28 kg m?, presencia de
diabetes y BNP > 37,2 pg ml™ tuvo una ABC de 0,88 (Fig. 4a). Si esta puntuacion se extendié a una puntuacién de
seis unidades con otro unidad de puntuacién para CT-proET-1 > 74,4 pmol I', el ABC de esta puntuacién de seis
unidades aumenté a 0,92 (Fig. 4a) . Una puntuacion de cero tenia la sensibilidad y el valor predictivo negativo del
100%, y una puntuacion de seis tenia una especificidad y un valor predictivo positivo del 100% (Tabla 4). Si la
puntuacion de cinco unidades similares se construia con FEV1, D(A-a)O2, IMC, la diabetes y CT-proET-1> 74,4 pmol
I"*, el ABC de esta puntuacion fue de 0,91 (Fig. 4b).

Mas limites del VO, maximo para CT-proET-1 y BNP

Se determin6 también la precision de los dos biomarcadores para la prediccion de un VO, maximo <20 ml kg'1 min™
(n =90), que es el limite para una capacidad de esfuerzo disminuida segun la clasificacion de Weber (Weber et al.,
Circulation 1987; 76: VI40-5). El ABC para BNP y CT-proET-1 fueron 0,76 (HF del 95% 0,68-0,84, P <0,001) y 0,75
(HF del 95% 0,67-0,84, P <0,001), respectivamente. Por el contrario, el ABC de BNP y CT proET-1 para la
prediccion de un VO, maximo < 84% del valor predicho (n = 103), que es el limite para una capacidad de esfuerzo
disminuida segun las directrices del CPET (ATS / ACCP statement on cardiopulmonary exercise testing, Am. J.
Respir. Crit. Care Med. 2003; 167: 211-77) sélo fueron 0,63 (HF del 95%: 0,53-0,73, P = 0,02) y 0,58 (HF del 95%:
0,47-0,68; P = 0,17), respectivamente.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes

VO, maximo VO, maximo Valor P
<14 ml/kg/min 214 ml/kg/min
(n=39) (n=123)

Edad (afios) 62+14 54 +16 0,007
Sexo masculino (%) 20 (51%) 75 (61%) 0,28
indice de masa corporal (kg/mz) 28,5+55 255441 <0,001
Antecedentes personales
Arteriopatia coronaria 15 (38%) 18 (15%) 0,001
Infarto de miocardio anterior 10 (26%) 11 (9%) 0,007
Cardiopatia valvular 2 (5%) 4 (3%) 0,59
Otras cardiopatias 3 (8%) 10 (8%) 0,93
Enfermedad oclusiva arterial periférica 4 (10%) 1 (1%) 0,003
Neumopatia obstructiva cronica 17 (44%) 22 (18%) 0,001
Asma bronquial 3 (8%) 13 (11%) 0,60
Otras neumopatias 9 (23%) 45 (37%) 0,12
Hipertension arterial pulmonar 5 (13%) 5 (4%) 0,048
Diabetes mellitus 11 (28%) 7 (6%) 0,001
Hipertension 20 (50%) 32 (26%) 0,01
Funcion ventricular izquierda (n = 82)
Fraccién de expulsion ventricular izquierda (%) 52 (30-60) n = 23 60 (55-65) n =49 0,001
Disfuncion diastélica LV 13 (57%) n =23 27 (55%) n =49 0,38
Funcion renal
Tasa de filtracién glomerular (ml/min) 91+42 99+34 0,26
Terapia médica
B-bloqueante 19 (49%) 27 (22%) 0,001
IECA/ARB 17 (44%) 26 (21%) 0,006
Diurético 17 (44%) 21 (17%) 0,001
Estatina 16 (41%) 24 (20%) 0,007
Aspirina 14 (36%) 22 (18%) 0,018
Broncodilatadores 15 (38%) 31 (25%) 0,11
Corticosteroides inhalados 12 (31%) 28 (23%) 0,31
Corticosteroides orales 6 (15%) 21 (17%) 0,81
Sintomas
Clase funcional de disnea <0,001
NYHA | 6 (15%) 32 (26%)
NYHA II 10 (26%) 63 (51%)
NYHA III 22 (56%) 25 (20,5%)
NYHA intervalo 1 (3%) 3 (2,5%)
Angina de pecho tipica 7 (18%) 4 (3%) 0,32
Angina atipica/dolor de pecho 3 (8%) 5 (4%) 0,36

Los datos se expresan en recuentos y porcentajes, media + desviacion estandar o mediana (rango intercuartil).
IECA: inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina; ARB: bloqueante del receptor de angiotensina.

NYHA: New York Heart Association

Tabla 2. Prueba de esfuerzo cardiopulmonar.

VO, maximo VO, maximo Valor P
<14 ml/kg/min = 14 ml/kg/min
(n=39) (n=123)

Frecuencia cardiaca y respuesta de la presién arterial
Frecuencia cardiaca en reposo (Ipm) 82+15 79+14 0,30
Frecuencia cardiaca maxima (Ipm) 114 +18 139 +£27 <0,001
% de la frecuencia cardiaca prevista 71+12 84+14 <0,001
La presion arterial sistolica en reposo (mm Hg) 126 + 26 123 +18 0,34
Presion arterial diastélica en reposo (mmHg) 84 +13 85+11 0,66
Presion arterial sistélica maxima (mm Hg) 166 + 31 180 + 32 0,019
Presion arterial diast6lica maxima (mmHg) 92 +17 91+15 0,77
Capacidad de esfuerzo
Duracion del esfuerzo (minutos) 4,6 (3,7a5,5) 6,5 (5,3-8,0) <0,001
Carga de trabajo maxima (vatios) 81 (65-92) 129 (99-166) <0,001
% de carga maxima de trabajo previsto 62+ 23 89+ 25 <0,001
Carga de trabajo maxima corregida por el peso corporal (vatios/kg) 0,98 (0,84-1,13) 1,73 (1,33-2,24) <0,001
VO2 maximo (I/min) 0,93 (0,76-1,07) 1,47 (1,16-1,92) <0,001

10
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VO, méximo VO, méximo Valor P
<14 ml/kg/min = 14 ml/kg/min
(n=39) (n=123)

% de VO, méaximo predicho 52 +14 80 +18 <0,001
VO, méaximo corregido por peso corporal (ml/kg/min) 11,7 (10,5-13,1) 19,8 (16,5-25,0) <0,001
indice de intercambio respiratorio a maximo esfuerzo 1,12 (1,01-1,28) 1,18 (1,0-1,27) 0,23
Lactato en reposo (mmol/l) 1,3(1,1-1,7) 1,0 (0,7-1,4) 0,005
Lactato en esfuerzo maximo (mmol/l) 4,2 (3,0-5,3) 6,3 (4,3-8,5) <0,001
Ventilacién
FEV1 (I) 1,86 +£0,73 2,55 +0,83 <0,001
FEV1 (% predicho) 70+ 20 84 +£20 <0,001
Relacion FEV1/FVC 0,71 (0,60-0,74) 0,73 (0,67-0,79) 0,044
Ventilacién maxima por minuto (I/min) 45,8 + 14,7 66,2 +22,2 <0,001
Frecuencia respiratoria en reposo (min™) 21 (17-27) 19 (15-22) 0,02
Frecuencia respiratoria maxima (min™) 34 (28-39) 36 (30-41) 0,14
Reserva respiratoria (%) 29+19 30+16 0,84
Gases en la sangre
Hemoglobina (g/l) 139+1,9 14,4+1,6 0,11
Carboxihemoglobina (%) 15(1,2-2,7) 1,5(1,2-2,1) 0,94
Saturacién de oxigeno en reposo (%) 95 (93-96) 95 (94-96) 0,50
Saturacién de oxigeno en esfuerzo maximo (%) 95 (90-96) 95 (93-97) 0,90
PaO, en reposo (mm Hg) 81+17 84 +13 0,42
PaO, en esfuerzo maximo (mm Hg) 83+24 92 +17 0,011
PaCO; en reposo (mm Hg) 335 365 0,003
PaCO; en esfuerzo maximo (mm Hg) 3417 35+5 0,14
D(A-a)O- en reposo (mm Hg) 29+14 20+12 <0,001
D(A-a)0O; en esfuerzo maximo (mmHg) 33+£20 23+15 0,003

Los datos se expresan en media + desviacion estandar o mediana (rango intercuartil).

FEVi: volumen espiratorio forzado en el primer segundo; FVC: capacidad vital forzada; VO, maximo: Consumo
maximo de oxigeno; PaO,: presion arterial de oxigeno; PaCO,: presion arterial de didxido de carbono; D(A-a)O,:
gradiente alveolo-arterial.

Tabla 3. Concentraciones de péptido natriurético tipo B (BNP) y de pro-endotelina-1-C-terminal (CT-proET-1) en
reposo y en esfuerzo maximo y cambios absolutos (ABNP, ACT-proET-1) y relativos (% ABNP, % ACT-proET-1)
desde el reposo hasta el esfuerzo maximo.

VO, méaximo VO, méaximo Valor P
<14 ml/kg/min (n=39) 2 14 ml/kg/min (n=123)

BNP en reposo (pg/ml) 46 (37-270) 35 (15-84) 0,006
BNP en esfuerzo méaximo (pg/ml) 79 (40-270) * 44 (22-98) * 0,006
ABNP (pg/ml) 9 (0-41) 9 (0-21) 0,51
% ABNP 8 (0-40) 15 (0-41) 0,53
CT-proET-1 en reposo (pmol/l) 87,3+25,8 66,9 +23,9 <0,001
CT-proET-1 en esfuerzo maximo (pmol/l) 91,2+30,0* 69,0 + 24,3* <0,001
ACt-proET-1 (pmol/l) 3,9+8,9 1,8+8,6 0,15
%A CT-proET-1 39+94 29+153 0,70

Los datos se expresan en media + desviacion estandar o mediana (rango intercuartil).
* p <0,05 para comparacion con el reposo

Tabla 4. Caracteristicas de la prueba de los limites 6ptimos de péptido natriurético tipo B (BNP), pro-endotelina-1 C-
terminal (CT-pro-ET-1), y la carga de trabajo de la bicicleta externa indexada al peso corporal maximo (WLmax) sola o
en combinacion para la prediccién de un consumo de oxigeno maximo <14 ml/kg/min.

Sensibilidad Especificidad PPV NVP

(%) (%) ) (%)
BNP> 35,9 pg/mi 80 51 34 89
CT-proET-1> 74,4 pmol/l 74 74 48 90
WLmax<1,22 vatios/kg 87 85 65 95
BNP> 35,9 pg/ml + CT-proET-1> 74,4 pmol/l 64 82 53 88
BNP> 35,9 pg/ml + WLmax <1,22 vatios/kg 69 90 69 90
CT-proET-1> 74,4 pmol/l + WLmax <1,22 vatios/kg 64 95 81 89
BNP> 35,9 pg/ml + CTpro-ET-1> 74,4 pmol/l + WLnax <1,22 vatios/kg 56 97 85 88
FEV1<1,88 | 63 80 46 89
D(A-a)O; > 28 mm Hg 63 74 40 88
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IMC> 28 kg m™ 57 77 40 87
Puntuacion de 0 en puntuacién de seis unidades 100 26 27 100
Puntuacion de 6 en puntuacion de seis unidades 3 100 100 79
Sin valor de prueba patoldgica 100 40 35 100

VPP: valor predictivo positivo, VPN: valor predictivo negativo
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro como sustituto para la medicién del VO, maximo para un paciente que no padece
insuficiencia cardiaca que comprende las etapas siguientes:

e determinar la concentracion de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12
aminoacidos en una muestra obtenida de dicho paciente;

e utilizar dicha concentracién de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12
aminoacidos como un marcador sustituto para el VO, maximo.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la muestra se tom6 de dicho paciente en reposo y por lo tanto
se determinan las concentraciones en reposo de proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo
menos 12 amino&cidos.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o 2 para la evaluacién del consumo maximo de oxigeno drasticamente
disminuido.

4. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que se mide la concentracién de proendotelina-1 (ProET-1)
o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos, ademas de WlLns y en el que la medicién de
proendotelina-1 (ProET-1) o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos conduce a una mejora en la
precision de WL para la prediccion del VO, maximo disminuido.

5. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 4, en el que se mide adicionalmente la concentracion de proBNP o
fragmentos del mismo de por lo menos 12 aminoéacidos que incluyen BNP o NT-proBNP.

6. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 5, en el que se mide CT-proET-1 y se utiliza un valor umbral de
74,4 (+/- 20%) pmol/l.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que se mide el BNP y se utiliza un valor umbral de 35,9 (+/- 20%)
pg/ml.

8. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicha muestra se selecciona de entre el grupo que
comprende una muestra de sangre, una muestra de suero y una muestra de plasma.

9. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha concentracion de proendotelina-1 (ProET-1) o de
fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos es medida con un inmunoanalisis de tipo sandwich.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9, en el que ademas para la determinacion de la
concentracion de proendotelina-1 (ProET-1) o de fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos se mide
un namero de n marcadores adicionales que presentan una correlacion con el VO, maximo y en el que un valor de 1
0 0 se dirige a cada marcador, dependiendo de si el resultado obtenido para dicho marcador es indicador de una
probabilidad aumentada de consumo de oxigeno maximo drasticamente disminuido para dicho sujeto o no, en el que
se calcula una puntuacién a partir la suma de los valores dirigida a la totalidad de dichos marcadores, de tal manera
gue resulta una puntuacion entre 0 y n+1, y en el que una puntuacién mas alta se dirige a una probabilidad mayor de
consumo de oxigeno maximo drasticamente disminuido para dicho paciente.

11. Procedimiento segun la reivindicacién 10, en el que los marcadores adicionales son FEVi, indice de masa
corporal, gradiente alvéolo-arterial, la presencia de diabetes y proBNP o fragmentos del mismo de por lo menos 12
aminoacidos que incluyen BNP o NT-proBNP.

12. Utilizacién de un procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 11 para la evaluacion del riesgo de los pacientes,
gue son considerados candidatos para una intervencién quirdrgica no cardiaca.
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Figura 1C
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Figura 2 A
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Figura 2 C
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Figura 4
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