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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar la parte de la region media de proANP amino-terminal en pacientes que presentan
una cardiopatia o0 que se sospecha que desarrollan o que presentan una cardiopatia.

La presente invenciéon se refiere a un procedimiento in vitro para el diagndstico médico, el pronéstico y el
seguimiento terapéutico para pacientes que presentan una cardiopatia 0 que se sospecha que desarrollan o que
presentan una cardiopatia que comprende las etapas siguientes:

e proporcionar una muestra de un paciente que presenta una cardiopatia o que se sospecha que esta
desarrollando o que presenta una cardiopatia,

e determinar la zona de la region media de proANP amino-terminal, que comprende del aminoacido 50 al
aminoacido 90, o péptidos parciales del mismo en dicha muestra con un inmunoensayo de tipo sandwich que
utiliza dos anticuerpos que se unen especificamente a secuencias parciales diferentes de dicha zona de la
regiéon media de proANP amino-terminal,

e atribuir el nivel de proANP amino-terminal determinado o el nivel de péptidos parciales del mismo a un cuadro
clinico en el que la atribucién a un cuadro clinico se lleva a cabo con la ayuda de un valor limite
independiente del IMC de desde 190 hasta 260 pmol/l.

La presente invencion se refiere ademas a un ensayo de prueba rapida para realizar el procedimiento de la presente
invencion y a la utilizacion de anticuerpos adecuados para el procedimiento y los ensayos segun la presente
invencion.

La insuficiencia cardiaca (HF) es comun, se asocia con alta morbimortalidad y es dificii de diagnosticar,
particularmente en el servicio de urgencias (ED) [Cleland, J.G. et al., Eur Heart J, 2003. 24(5): pags. 442-63;
Mosterd, A. et al., Heart, 2007. 93(9): pags. 1137-46]. La disnea es el sintoma principal en la mayoria de pacientes
con HF. Desgraciadamente, ni la historia del paciente ni el examen fisico pueden diferenciar con precision la disnea
debida a HF de la disnea debida a otras causas, tales como enfermedades pulmonares [Mueller, C. et al., Can J
Cardiol, 2005. 21(11): pags. 921-4; Wang, C.S. et al.,, Jama, 2005. 294(15): pags. 1944-56]. Sin embargo, el
diagnostico preciso es obligado para la seleccién del tratamiento mas apropiado.

Los péptidos natriuréticos de tipo B son marcadores cuantitativos de HF que se ha mostrado que son muy Utiles en
el diagnostico de HF. La utilizaciéon de péptido natriurético de tipo B (BNP) y su fragmento amino-terminal, pro-
péptido natriurético de tipo B N-terminal (NT-proBNP) aumenta significativamente la precision de diagnéstico en el
ED [Januzzi, J.L., Jr., et al., Am J Cardiol, 2005. 95 (8): pags. 948-54; Maisel, A.S. et al., N Engl J Med, 2002. 347(3):
pags. 161-7], y de esa manera mejora la evaluacién y el tratamiento del paciente [Moe, G.W. et al., Circulation, 2007.
115(24): pags. 3103-10; Mueller, C. et al., N Engl J Med, 2004. 350(7): pags. 647-54].

La concentracion de péptido natriurético auricular (ANP) en la circulacion es aproximadamente de 50 a 100 veces
mas alta que la de BNP [Pandey, K.N., Peptides, 2005. 26(6): pags. 901-32.]. Por tanto, la sefial bioldgica reflejada
mediante el aumento de ANP puede ser incluso mas importante de manera patofisiolégica y por tanto diagnéstica
gue la sefial de BNP. A pesar de esto, se conoce poco sobre el rendimiento diagndstico de ANP y sus precursores
[Cowie, M.R. et al., Lancet, 1997. 350(9088): pags. 1349-53]. EIl ANP maduro se deriva del precursor proANP N-
terminal (NT-proANP), que es significativamente mas estable en la circulacién que el péptido maduro y por tanto se
cree gque es un analito mas fiable [Vesely, D.L., IUBMB Life, 2002. 53(3): pags. 153-9]. No obstante, debido al hecho
de que NT-proANP podria someterse a fragmentacién adicional [Cappellin, E. et al., Clin Chim Acta, 2001. 310(1):
pags. 49-52], los inmunoensayos para la medicién de proANP de region media (MR-proANP) pueden presentar una
ventaja [Morgenthaler, N.G. et al., Clin Chem, 2004. 50(1): pags. 234-6].

Las cardiopatias, tales como insuficiencia cardiaca crénica (CHF), insuficiencia cardiaca aguda, sindrome coronario
agudo e infarto de miocardio estan ampliamente extendidas y a menudo presentan un pronéstico devastador. El
pronéstico temprano de la cardiopatia puede mejorar el desenlace del paciente a través de medidas terapéuticas y
preventivas oportunas [Jortani, S.A. et al., Clin Chem 2004; 50:265-278]. Una abundancia de datos sugiere que la
evaluacion de péptidos natriuréticos representa un complemento Util a rayos X toracicos, electrocardiograma y
ecocardiografia Doppler en la verificacion del diagnoéstico clinico y el prondstico para cardiopatias sospechadas
[Cowie, M.R. et al., Eur Heart J 2003;24:1710-1718]. Los miembros mas importantes de la familia de péptidos
natriuréticos son péptido natriurético auricular (ANP) y péptido natriurético de tipo B (BNP). Ambos son marcadores
de la funcién cardiaca. Ademas de la utilizacién en la ayuda para establecer el diagnéstico de CHF [Cowie, M.R. et
al., Lancet, 1997. 350(9088): pags. 1349-53; Mueller, C. et al., N Engl J Med, 2004. 350(7): pags. 647-54], se utilizan
en la estratificacion del riesgo de pacientes con CHF estable o recientemente descompensada [Omland, T. et al.,
Circulation 1996;93:1963-1969; Anand, |.S. et al., Circulation 2003;107:1278-1283; Cheng,V. et al, J Am Coll Cardiol
2001, 37:386-391] o con sindrome coronario agudo [Morrow, D.A. et al., JAMA 14 de diciembre de 2005;
294(22):2866-71] y, ademas, se utilizan en el seguimiento y la orientacion en la terapia de CHF [Troughton, R.W. et
al., Lancet 2000, 355:1126-1130].
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Tanto BNP como el otro producto de escision de su precursor, proBNP N-terminal (NT-proBNP) se utilizan
actualmente en la evaluacion de pacientes con CHF. ANP se origina a partir de la escision de su precursor proANP.
El otro producto de escision, proANP N-terminal (NT-proANP) es significativamente mas estable en circulaciéon que
ANP. Por tanto en la técnica anterior, se ha sugerido que NT-proANP es un analito mas fiable [Ala-Kopsala, M. et al.,
Clin Chem, 2004. 50(9): pags. 1576-88]. Sin embargo, las regiones N- y C-terminal del pro-péptido N-terminal
pueden alterarse a través de degradacion enzimatica [Seidler, T. et al., Biochem Biophys Res Commun 1999,
255:495-501]. ComUnmente, se considera que BNP y NT-proBNP son mas adecuados para el diagnéstico y el
pronostico en pacientes con insuficiencia cardiaca que ANP y NT-proANP. El motivo de esto puede ser que la
determinacién de ANP y NT-proANP se considera menos reproducible y que errores conceptuales en la mayoria de
los disefios de ensayo aplicados conducen a una subestimacion parcial de la cantidad de analito circulante
[Yoshibayashi, M. et al., Eur J. Endocrinol 1996; 135:265-268; Vesely, D.L. et al., IUBMB Life, 2002. 53(3): pags.
153-9].

Habitualmente, un péptido que comprende 28 aminoacidos (99-126) de la seccion C-terminal de una prohormona
que comprende 128 aminoéacidos (proANP; SEC ID n°® 2) se denomina la hormona ANP real. Tras la liberacion de
ANP a partir de su prohormona proANP, se libera una cantidad equimolar del péptido de proANP parcial mas grande
restante, el proANP N-terminal, que consiste en 98 aminoacidos (NT-proANP; proANP (1-98)) en la circulacién.
Como NT-proANP presenta un tiempo de semivida y estabilidad significativamente mayores puede utilizarse NT-
proANP como parametro de laboratorio para el diagndstico, el prondstico y el seguimiento y el control de terapia en
cardiopatias. Para una observacion mas exhaustiva en la materia, véase: Lothar Thomas (Editor), Labor und
Diagnose, 52 ed. expandida, subcapitulo 2.14 del capitulo 2, Kardiale Diagnostik, paginas 116-118, y la bibliografia
citada en el mismo.

Tanto para la determinacién del propio ANP asi como para la determinacion de NT-proANP en liquidos biolégicos
(suero, plasma, orina), se han desarrollado diversos inmunoensayos en el pasado y se han aplicado en la
investigacion y la practica clinica. La mayor parte de tales inmunoensayos para la determinacion de ANP y NT-
proANP se basa en el principio conocido de inmunoensayos competitivos, siendo el mejor conocido el
radioinmunoensayo (RIA). Los inmunoensayos competitivos para la determinacion de proANP y ANP se describen o
utilizan, por ejemplo en [Cappellin, E. et al., Clin Chim Acta, 2001. 310(1): pags. 49-52] y [Hiroshi Itoh et al., Journal
of Hipertension 1988, 6 (supl. 4) S309-S319; Meleagros, L. et al.,; Peptides, vol. 10, 545-550, 1989; Amir Lerman et
al., Lancet 1993, 341:1105-09, 1993; John G F Cleland et al., Heart 1996, 75:410-413; Martin G. Buckley et al.,
Clinical Science (1999) 97:689-695].

Mediante la utilizaciéon de diversos anticuerpos que reconocen diversas secuencias de NT-proANP (NT-proANP 1-
98; SEC ID n°: 1) para la determinacion de NT-proANP con inmunoensayos competitivos, se interpreté que diversos
péptidos aparecen en los liquidos biolégicos, en particular sangre u orina, que se corresponden con los productos de
degradacion de NT-proANP (proANP 1-98). En particular, se ha interpretado que se forman fragmentos de bajo peso
molecular a partir de NT-proANP, en particular fragmentos tales a los que se han dirigido las secuencias de
aminoacidos 1-30, 31-67 y 79-98 de proANP debido a su inmunoactividad (véase por ejemplo M. G. Buckley et al.,
Clinica Chimica Acta, 191 (1990) 1-14; J.B. Hansen et al., Lab. Invest. 1995, 55:447-452; Rose M. Overton et al.,
Human Plasma and Serum; Peptides, vol. 17,1155-1162, 1996; Sreedevi Daggubati et al., Cardiovascular Research
36 (1997) 246-255; E. F. Macaulay Hunter et al., Scand J Clin Invest 1998; 58: 205-216; Martina Franz et al., Kidney
International, vol. 58 (2000), 374-383, Fumiaki Marumo et al., Human Plasma and Urine; Biochem. Biophys. Res.
Commun. 137:231-236 (1985) y Engelbert Hartter et al., Clin Chem Lab Med 2000, 38(19): 27-32).

Los inmunoensayos competitivos que reconocen especificamente las secuencias mencionadas anteriormente
siempre reconocen el NT-proANP completo de la misma manera, sin tener en cuenta influencias basadas en
diferentes grados de avidez o posibles influencias conformacionales, y por tanto no diferencian entre NT-proANP y
sus fragmentos.

En contraposicién con los inmunoensayos competitivos, los inmunoensayos de tipo sandwich no competitivos
muestran varias ventajas. Por ejemplo, pueden interpretarse como ensayos de fase sélida (ensayos heterogéneos)
mas facilmente, son mas robustos, proporcionan resultados de medicién con una sensibilidad mayor, presentan
menos reactividad cruzada y son mas adecuados para la automatizacion y mediciones en serie. Ademas,
reconociendo sélo tales moléculas y/o péptidos en los que estan presentes ambos restos de unién para los
anticuerpos que se utilizan para la formacion del sandwich en la misma molécula, los inmunoensayos de tipo
sandwich pueden conducir a conclusiones ligeramente diferentes en comparacién con inmunoensayos competitivos
que solo aplican un tipo de anticuerpo. Si, por ejemplo, las areas de union se localizan en péptidos parciales
diferentes (producto de degradacion, fragmentos) una unién de los anticuerpos a tales fragmentos no conducira a la
sefial de medicién que es tipica para el “sandwich” completo.

Debido a las ventajas conocidas de los inmunoensayos de tipo sandwich en principio asi como debido a la
posibilidad de medir selectivamente so6lo NT-proANP completo sin ninguna influencia de productos de degradacion y
fragmentos, ya se han descrito inmunoensayos de tipo sandwich para la determinacion de NT-proANP y se han
aplicado en la investigacion y la practica clinica. Por ejemplo, el documento EP 721 105 Bl describe un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455191713

inmunoensayo de tipo sandwich para la determinacion de proANP, en particular en el area de diagnéstico de
cardiopatias e insuficiencia renal crénica, utilizando dos anticuerpos monoclonales, uno de los cuales se une a los
aminoacidos 1-25 de proANP (comparese con el documento EP 350 218 B1) y el otro de los cuales se une a los
aminoacidos 43-66 de proANP. Mediante este tipo de inmunoensayo de tipo sandwich, sélo tales péptidos parciales
de proANP se detectan y detectan conjuntamente en presencia de proANP (1-98), que comprende por lo menos los
primeros 66 aminoacidos de la secuencia de proANP.

Otro inmunoensayo de tipo sandwich que es similar a este respecto se describe en [Mats Stridsberg et al., J. Med.
Sci 102, 99-108, vol. 18: 1201-1203]. Este inmunoensayo de tipo sandwich también utiliza dos anticuerpos
monoclonales, uno de los cuales se une a los aminoacidos 1-30 de proANP, mientras que el otro se une a los
aminoacidos 79-98. Debido a la eleccién de zonas de union en los extremos terminales de proANP (1-98) puede
suponerse que este inmunoensayo de tipo sandwich sélo detectara proANP (1-98) intacto.

El documento WO 00/19207 describe un procedimiento para la determinacién de proANP (1-98) en el que se utilizan
dos de tres anticuerpos policlonales, que se unen a las secuencias de aminoacidos 8-27, 31-64 o 79-98 de la
secuencia de proANP (1-98). El ensayo para la determinacion de proANP (1-98) ofrecido comercialmente por el
solicitante del documento WO 00/19207 es un inmunoensayo enzimatico, que utiliza un par de anticuerpos
policlonales de oveja purificados por afinidad, de los que el anticuerpo inmovilizado reconoce los aminoacidos 10-19
de proANP, mientras que se utiliza un segundo anticuerpo policlonal para la deteccién, que reconoce los
aminoacidos (85-90) (comparese con el manual de funcionamiento del ensayo de tipo sandwich de proANP (1-98)
de BIOMEDICA, A-1210 Viena). Por tanto, este ensayo también reconoce sélo especies de péptido que contienen
los extremos terminales del proANP (1-98) completo, es decir NT-proANP completo o casi completo).

El documento WO 2004/046181 Al describe un inmunoensayo de tipo sandwich para identificar péptidos de proANP
parciales en diagnostico cardiaco y de septicemia utilizando dos anticuerpos que se unen especificamente a
secuencias parciales en la zona de la regién media de NT-proANP, en el que dicha zona se extiende desde los
aminoacidos 53 hasta 83 de NT-proANP.

Todos los ensayos competitivos o ensayos que aplican el principio de tipo sandwich descritos en la técnica anterior
se han desarrollado de manera basica como ensayos para diagnosticos cardiacos o que se han utilizado en el
contexto de diagnodsticos cardiacos, por lo que se ha mencionado la insuficiencia renal crénica como aplicacién
diagndstica adicional (comparese con el documento EP 721 105 B1 y la mencién [Buckley MG et al., AM. J.
Hipertens. 3 de diciembre de 1990 (12 Pt1): 933-935]).

Ademas, se ha desarrollado un nuevo inmunoensayo de tipo sandwich para la determinacion de la regién central de
proANP (aminoacidos 53-73), cuyos resultados de medicion no estan influidos por un supuesto truncamiento
terminal del péptido [Clinical Chemistry 50, n° 1, 2004, paginas 234-236].

Un objetivo de la invencién consiste en proporcionar un procedimiento in vitro para el diagnéstico médico, el
pronostico y el seguimiento de la terapia para pacientes que presentan una cardiopatia o que se sospecha que
desarrollan o0 que presentan una cardiopatia que proporciona informacién fiable especialmente al médico en el
servicio de urgencias (ED).

Por tanto, la presente invencion comprende un procedimiento in vitro para el diagnéstico médico, el pronéstico y el
seguimiento terapéutico para pacientes que presentan una cardiopatia o que se sospecha que desarrollan o que
presentan una cardiopatia que comprende las etapas siguientes:

e proporcionar una muestra de un paciente que presenta una cardiopatia 0 que se sospecha que esta
desarrollando o que presenta una cardiopatia,

e determinar la zona de la region media de proANP amino-terminal, que comprende del aminoacido 50 al
aminoéacido 90, o péptidos parciales del mismo en dicha muestra con un inmunoensayo de tipo sandwich
utilizando dos anticuerpos que se unen especificamente a secuencias parciales diferentes de dicha zona de
la region media de proANP amino-terminal,

 atribuir el nivel de proANP amino-terminal determinado o el nivel de péptidos parciales del mismo a un cuadro
clinico en el que la atribucién a un cuadro clinico se lleva a cabo con la ayuda de un valor limite
independiente del IMC de desde 190 hasta 260 pmol/l.

Atribucién a un cuadro clinico significa que se utiliza el nivel del proANP amino-terminal de la region media
determinado o el nivel de péptidos parciales del mismo para el diagndstico médico, el prondstico o el seguimiento de
la terapia para pacientes que presentan una cardiopatia o que se sospecha que estan desarrollando o que
presentan una cardiopatia en que la utilizacion se lleva a cabo independientemente del IMC del paciente.

La cardiopatia del paciente puede seleccionarse de manera no limitativa entre insuficiencia cardiaca cronica,
insuficiencia cardiaca aguda, sindrome coronario agudo o infarto de miocardio.
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En una forma de realizacién de la invencion, la enfermedad se diagnostica, por tanto dicho procedimiento es un
procedimiento para el diagndstico médico.

En una forma de realizacion preferida de la invencion, la cardiopatia es la insuficiencia cardiaca. El procedimiento in
vitro segun la invencién es especialmente adecuado y fiable para pacientes que presentan sintomas de disnea y que
por tanto se sospecha que presentan insuficiencia cardiaca y se diagnostica el cuadro clinico. La evaluacion vy el
manejo de pacientes que se presentan en el servicio de urgencias se facilitan mediante el procedimiento segun la
presente invencion. El diagnéstico preciso es obligatorio para la seleccion de la mayoria de tratamientos apropiados
para tales pacientes. Por tanto, la presente invencion cumple la necesidad de diferenciar de manera precisa disnea
debida a insuficiencia cardiaca de disnea debida a otras causas, tales como enfermedades pulmonares. El
procedimiento segun la presente invencién, por tanto, mejora significativamente la precision de diagnostico para
insuficiencia cardiaca.

Se ha descrito que la concentracion de NT-proANP asi como la de BNP se reduce con el aumento del IMC en la
poblacién sana [Wang, T.J. et al., Circulation, 2004. 109(5): pags. 594600]. Los autores por tanto deducen que los
péptidos natriuréticos no son adecuados como marcadores en pacientes obesos (“En segundo lugar, los niveles de
péptido natriurético en plasma pueden ser un marcador menos util para la insuficiencia cardiaca o disfuncion
ventricular izquierda en individuos obesos, una especulacién que merece investigacion”).

Sorprendentemente, se ha encontrado en el contexto de esta invencién que para una determinada subpoblacion de
pacientes con una cardiopatia (|nsuf|C|enC|a cardiaca cronica), concretamente tales con un IMC (indice de masa
corporal) igual a o mayor de 30 kg/cm en particular la determinacion de proANP amino-terminal de la region media
0 péptidos parciales derivados del mismo en una muestra bioldgica originada a partir de estos pacientes permite un
pronéstico fiable. Esta es exactamente la subpoblacién de la que Wang et al. dedujeron que los péptidos
natriuréticos podian ser marcadores menos Utiles. En una publicacién reciente se ha descrito que BNP también
presenta un valor prondstico en el subgrupo de pacientes obesos en pacientes hospitalizados con insuficiencia
cardiaca crénica [Horwich, T.B. et al., J, Am. Coll. Cardiol. 3 de enero de 2006, 47(1):85-90; Epub 15 de diciembre
de 2005]. En el contexto de esta invencion, sorprendentemente se ha encontrado que NT-proANP ha sido mas fiable
con respecto al pronostico de dicha subpoblacion de pacientes en comparacion con el analogo de BNP, NT-proBNP.

A continuacion, se describe una forma de realizacidon preferida de la presente invencidon con respecto a un
procedimiento in vitro, en el que el paciente o el grupo de pacientes presenta un IMC |§1ual a 0 mayor de 30 kg/m y
la muestra la proporciona un paciente que presenta un IMC igual a 0 mayor de 30 kg/m*.

Un objeto de la presente invencién es un procedimiento in vitro segun la presente invencion, en el que el paciente o
el grupo de pacientes presenta un IMC |gual a o mayor de 30 kg/m y la muestra la proporciona un paciente que
presenta un IMC igual a 0 mayor de 30 kg/m

Por tanto, la presente invencion comprende un procedimiento in vitro para el diagnédstico médico, el prondstico y el
seguimiento de la terapia para pacientes que presentan una cardiopatia o que se sospecha gue estan desarrollando
0 que presentan una cardiopatia y que presentan un IMC igual a o0 mayor de 30 kg/m que comprende las etapas
siguientes:

e proporcionar una muestra de un paciente que presenta una cardiopatia 0 que se sospecha que esta
desarrollando o que presenta una cardiopatia y un IMC igual a o mayor de 30 kg/mz, y

e determinar la zona de la region media de proANP amino-terminal, que abarca del aminoacido 50 al
aminoéacido 90, o péptidos parciales del mismo en dicha muestra con un inmunoensayo de tipo sandwich
utilizando dos anticuerpos que se unen especificamente a secuencias parciales diferentes de dicha zona de
la regién media de proANP amino-terminal.

El procedimiento segun la presente invencién es particularmente adecuado para el diagnostico, el prondstico y el
seguimiento terapéutico en pacientes que presentan insuficiencia cardiaca crénica.

El procedimiento segun la presente invencion es particularmente adecuado para el diagnostico, el prondstico y el
seguimiento terapeutu:o en pacientes que presentan insuficiencia cardiaca crénica y que presentan un IMC igual a o
mayor de 30 kg/m El procedimiento segln la presente invencion es especialmente adecuado para el pronéstico de
pacientes que presentan una cardiopatia o que se sospecha que estan desarrollando o que presentan una
cardiopatia y que presentan un IMC igual a o mayor de 30 kg/m especialmente en el caso en el que la enfermedad
es insuficiencia cardiaca crénica.

En este grupo de pacientes, es decir pacientes que presentan una cardiopatia 0 que se sospecha que estan
desarrollando o que presentan una cardiopatia y que presentan un IMC igual a o0 mayor de 30 kg/m especialmente
en el caso en el que la enfermedad es insuficiencia cardiaca crénica, el procedimiento segln la invencion se lleva a
cabo preferentemente en pacientes que no son (supuestamente) asintomaticos.
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En una forma de realizacion particularmente preferida, el umbral 6ptimo para el pronéstico de mortalidad en el grupo
de pacientes con un IMC igual a o mayor de 30 kg/m2 esta en el intervalo de entre 190 y 210, preferentemente entre
195 y 205, todavia mas preferentemente 199 pmol/l. EI umbral 6ptimo para el grupo de IMC < 30 era de 231 pmol/l.
Naturalmente, los valores absolutos de los umbrales varian, dependiendo del ensayo y del procedimiento de
calibracion utilizado. Los umbrales mencionados en la presente memoria se estimaron mediante el mismo ensayo y
la misma calibracion que se habia utilizado para determinar los resultados en [Clinical Chemistry 50, n° 1, 2004,
paginas 234-236].

Sorprendentemente, se ha descubierto que en el procedimiento segln la presente invencion el umbral éptimo para
los pacientes con un IMC > 30 es mas bajo que para los pacientes con un IMC < 30. Por tanto, el contenido de la
presente invencién es en particular un procedimiento in vitro segun la presente invencion, en el que el umbral
subyacente para pacientes con un IMC > 30 es mas bajo que para pacientes con un IMC < 30.

El coeficiente de variacion intraensayo del ensayo, definido como el coeficiente de variacion que resulta para un
valor de medicion dado a partir de una determinacion de 10 veces en un lote de reaccion, es preferentemente como
maximo del 10% para todos los valores de medicién. Es desventajoso sobrepasar este valor, ya que puede conducir
a atribuciones erréneas de valores de medicion con respecto a los umbrales y por tanto puede conducir a
conclusiones falsas.

Por tanto, los procedimientos in vitro segin la presente invencién pueden realizarse con pacientes que presentan un
IMC por debajo de 30 kg/m2 y con pacientes que presentan un IMC superior o igual a 30 kg/mz. Son adecuados
valores de umbral de desde 190 hasta 260 pmol/l, preferentemente de desde 195 hasta 240 pmol/l para los
procedimientos de la presente invencion independientemente del IMC del paciente. Sin embargo, en las formas de
realizacién preferidas de la invencion, los valores de umbral para pacientes con IMC igual a 0 mayor de 30 kg/m2 se
seleccionan de manera que se encuentran en el intervalo de entre 190 y 210, preferentemente entre 195 y 205,
todavia mas preferentemente 199 pmol/l. El umbral éptimo para el grupo de IMC < 30 es 231 pmol/l.

En particular, la muestra proporcionada por un paciente puede ser plasma, suero, sangre u orina.

Segun la invencién, los anticuerpos pueden ser anticuerpos monoclonales asi como policlonales. Por tanto, por lo
menos un anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal.

Resultan preferidos los anticuerpos policlonales, en particular anticuerpos policlonales purificados por afinidad.

Particularmente se prefiere que uno de los anticuerpos se obtenga inmunizando un animal con un antigeno que
contiene una secuencia de péptido sintético que comprende los aminoacidos 53-72 de proANP, y el otro anticuerpo
se obtiene inmunizando un animal con un antigeno que contiene una secuencia de péptido sintético que comprende
los aminoéacidos 73-90 de proANP. En otra forma de realizacion, la secuencia de péptido sintético que comprende
los aminoéacidos 53-72 de proANP presenta un grupo cisteina N-terminal adicional. En otra forma de realizacion
preferida, el otro anticuerpo se obtiene inmunizando un animal con un antigeno que contiene una secuencia de
péptido sintético que comprende los aminoacidos 72-90 o 73-83 de proANP junto con un grupo cisteina N-terminal
adicional. Los anticuerpos obtenidos mediante la utilizacion de dichos péptidos sintéticos, representan juntos una
parte de la region media completa de la secuencia de proANP, por tanto sélo reconocen zonas de unién en el
intervalo de aminoacidos 53-83 de NT-proANP, y pueden detectar dicho intervalo completamente en forma de
anticuerpos policlonales.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento in vitro segin la invencién, uno de los anticuerpos esta
etiquetado y el segundo esta unido a o puede estar unido selectivamente a una fase sélida. En una forma de
realizacién particularmente preferida del ensayo, uno de los anticuerpos esta etiqguetado mientras que el otro o bien
esta unido a una fase sélida o bien puede estar unido selectivamente a una fase sélida. En una forma de realizacién
preferida, el procedimiento se ejecuta como inmunoensayo de tipo sandwich heterogéneo, en el que uno de los
anticuerpos esta inmovilizado sobre una fase sélida seleccionada arbitrariamente, por ejemplo, las paredes de tubos
de ensayo recubiertos (por ejemplo tubos de ensayo de poliestireno; tubos recubiertos; CT) o placas de
microtitulaciéon, por ejemplo compuestas de poliestireno, o a particulas, tales como por ejemplo particulas
magnéticas, mediante lo cual el otro anticuerpo presenta un grupo que se asemeja a una etiqueta detectable o que
permite la union selectiva a una etiqueta, y que sirve para la deteccion de las estructuras de tipo sandwich formadas.
También es posible una inmovilizacion retrasada en el tiempo o posterior utilizando fases sélidas adecuadas.

El procedimiento segun la presente invencion puede expresarse ademas como un procedimiento homogéneo, en el
que los complejos de tipo sandwich formados por el/los anticuerpo/anticuerpos y el proANP o péptido parcial de
proANP que va a detectarse permanecen suspendidos en la fase liquida. En este caso se prefiere que cuando se
utilicen dos anticuerpos, ambos anticuerpos estén etiquetados con partes de un sistema de deteccion, que conduce
a la generacién de una sefial o al desencadenamiento de una sefial si ambos anticuerpos se integran en un
sandwich individual. Tales técnicas han de expresarse en particular como procedimientos de deteccion de
potenciacion de la fluorescencia o de extincion de la fluorescencia. Una forma de realizaciéon particularmente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2455191713

preferida se refiere a la utilizacidn de reactivos de deteccion que deben utilizarse en pareja, tales como por ejemplo
los que se describen en los documentos US-A-4 882 733, EP-B1 0 180 492 o EP-B1 0 539 477 y la técnica anterior
citada en los mismos. De esta manera, se hacen posibles las mediciones en las que sdélo se detectan productos de
reaccion que comprenden ambos componentes de etiquetado en un inmunocomplejo individual directamente en la
mezcla de reaccion. Por ejemplo, tales tecnologias se ofrecen con los nombres de marca TRACE® (Time Resolved
Amplified Cryptate Emission) o KRYPTOR®, implementando las ensefianzas de las aplicaciones mencionadas
anteriormente.

En principio, pueden utilizarse todas las técnicas de etiquetado que pueden aplicarse en ensayos de dicho tipo, tal
como etiquetado con radioisotopos, enzimas, etiquetas de fluorescencia, quimioluminiscencia o bioluminiscencia y
etiquetas de color detectables 6pticamente de manera directa, tales como atomos de oro y particulas de tincién, que
se utilizan en particular en pruebas de diagnéstico inmediato (POC) o rapidas. En el caso inmunoensayos de tipo
sandwich heterogéneos, ambos anticuerpos pueden presentar partes del sistema de deteccién segun el tipo descrito
en la presente memoria en el contexto de ensayos homogéneos.

En una alternativa preferida, tanto el primer como el segundo anticuerpo estan dispersos en el medio de reaccion
liquido, mediante lo cual un primer componente de etiquetado que forma parte de un sistema de etiquetado basado
en la extincion o la potenciacién de la fluorescencia o quimioluminiscencia se une al primer anticuerpo, y mediante lo
cual el segundo componente de etiquetado de este sistema de etiquetado se une al segundo anticuerpo, de manera
qgue tras la union de ambos anticuerpos al proANP amino-terminal que va a detectarse, se genera una sefial
detectable que permite una deteccion de los complejos de tipo sandwich formados en la disolucion de medicion. Una
forma de realizacion de esta alternativa comprende el sistema de etiquetado de quelatos o criptatos de tierras raras
en combinacién con un colorante de fluorescencia o quimioluminiscencia. En una forma de realizacion preferida
particular, el sistema de etiquetado comprende un criptato de tierras raras en combinacion con un colorante de
fluorescencia o quimioluminiscencia.

En una forma de realizacion adicional preferida, la deteccion se lleva a cabo con un inmunoensayo competitivo. En
una forma de realizacion particularmente preferida se utiliza un radioinmunoensayo.

El procedimiento segun la presente invencién puede realizarse en combinacién con otros marcadores y/o
procedimientos. Esto significa que los procedimientos de medicion segun la presente invencion pueden realizarse de
manera particularmente ventajosa como diagnéstico de multiples parametros. En la presente memoria, por lo menos
se determina adicionalmente un marcador adicional, preferentemente seleccionado del grupo de marcadores
inflamatorios, marcadores cardiovasculares o marcadores isquémicos.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento, el marcador inflamatorio se selecciona del grupo que
comprende proteina-C reactiva (CRP), citocinas, tales como TNF-alfa, interleucinas, tales como IL-6, procalcitonina
(1-116 o péptidos parciales de la misma) y moléculas de adhesion, tales como VCAM o ICAM.

En una forma de realizaciéon preferida del procedimiento, el marcador cardiovascular se selecciona del grupo que
comprende por lo menos un marcador del grupo de mieloperoxidasa, péptidos completos o péptidos parciales de:
proBNP, pro-endotelina-1, pro-adrenomedulina, pro-vasopresina, pro-péptido relacionado con la gastrina (proGRP),
pro-leptina, pro-neuropéptido-Y, pro-somatostatina, pro-neuropéptido-YY, pro-opiomelanocortina.

En una forma de realizacion preferida del procedimiento, el marcador isquémico se selecciona del grupo que
comprende por lo menos un marcador del grupo de troponina | o T, CK-MB, mioglobina.

En el contexto de la presente memoria, los marcadores pueden determinarse en paralelo o simultaneamente en el
procedimiento seguln la presente invencion. En las determinaciones de mdltiples parametros mencionadas
anteriormente puede preverse que los resultados de medicion para varios parametros se evalan simultaneamente o
en paralelo y por ejemplo con la ayuda de un programa informatico que utiliza correlaciones de parametros
diagnosticamente significativas.

En el procedimiento segun la presente invencidon puede registrarse una ecocardiografia o un electrocardiograma
como procedimiento adicional.

Tal como se expuso anteriormente, la cardiopatia del paciente puede ser pero no se limita a insuficiencia cardiaca
cronica, insuficiencia cardiaca aguda, sindrome coronario agudo o infarto de miocardio.

Tal como se traté anteriormente, por tanto esta dentro del alcance de la presente invencion desarrollar los
procedimientos segun la presente invencién como ensayo de prueba rapida.

Por la presente memoria, la muestra proporcionada por un paciente que presenta una cardiopatia o que se
sospecha que esta desarrollando o que presenta una cardiopatia y opcionalmente que presenta un IMC igual a o
mayor de 30 kg/m?:
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- se aplica a la zona de aplicacion de la muestra de un sistema de prueba rapida,

- se pone en contacto con dos anticuerpos que se unen especificamente a secuencias parciales de proANP
amino-terminal de la region media en la zona de reaccién, y mediante lo cual

- se detectan proANP amino-terminal o péptidos parciales derivados del mismo a los que estan unidos los
anticuerpos en la zona de deteccion.

Preferentemente, el sistema de prueba rapida puede ser un sistema de prueba microfluidico.

En una forma de realizacion adicional preferida, el sistema de prueba rapida puede ser un dispositivo de prueba de
flujo lateral. Este sistema de prueba rapida puede ser un dispositivo de prueba de flujo lateral de fase sélida.

El procedimiento segun la presente invencion puede ejecutarse en un sistema de prueba rapida basado en
inmunomigracién y/o cromatografia.

Por tanto, una forma de realizacion adicional de la presente invencién es un sistema de prueba rapida para la
implementacion del procedimiento segln la presente invencién en todas las formas de realizacion descritas en la
presente memoria para la determinacién de amino proANP de la regién media o péptidos parciales del mismo en la
muestra de un paciente con una cardiopatia o que se sospecha que estad desarrollando o que presenta una
cardiopatia y opcionalmente que presenta un IMC igual a o mayor de 30 kg/mz, en el que se utilizan dos anticuerpos,
gue se unen especificamente a secuencias parciales del area de la region media de proANP amino-terminal.
Preferentemente, las secuencias parciales son por lo menos de 12 aminoacidos de longitud en la zona de la region
media de proANP amino-terminal, que comprende del aminoacido 50 al aminoéacido 90.

A continuacion la invencién se explica con mayor detalle a partir de la descripcion de los resultados obtenidos de la
determinacién de NT-proANP y NP-proBNP en muestras biolégicas de pacientes.

Ejemplos
Ejemplo 1

Se utilizé un ensayo tal como se describié en [Morgenthaler, N.G. et al., Clin Chem, 2004. 50(1): pags. 234-6]] para
la medicién de proANP amino-terminal. Se determind NT-proBNP utilizando la prueba comercialmente disponible de
Roche segun el manual (Elecsys).

Se determinaron ambos marcadores en muestras de plasma de pacientes con insuficiencia cardiaca crénica. En
particular se investigé adicionalmente el subgrupo de pacientes (n=144) con un indice de masa corporal >=
30 kg/mz. De estos 144 pacientes, 26 pacientes murieron en el transcurso de 24 meses debido a acontecimientos
cardiovasculares. Para la evaluacién de la eficacia pronéstica de ambos marcadores, se analizaron los datos
mediante regresion de Cox (software StatView 5.0 para Windows; Abacus Concepts, Berkley, CA). La mediana de
los valores para NT-proBNP (en pg/ml) era 5 veces mayor que para proANP amino-terminal (en pmol/l). Por tanto, se
calcul6 la razén de riesgo para NT-proBNP en comparaciéon con MR-proANP para un aumento 5 veces mas grande
en concentracion en el andlisis de Cox.

Resultados del andlisis de riesgo proporcional de Cox de una sola variable:

Chi cuadrado del marcador Razén de riesgo (IC del 95%) | p
NT-proANP (aumento de 100 pmol/l) | 14,414 1,503 (1,217-1,855) <0,0001
NT-proBNP (aumento de 500 pg/ml) | 0,662 1,024 (0,963-1,094) 0,416

Independientemente del hecho de que no se obtuvo ningun resultado significativo para NT-proBNP (p=0,416), la
razon de riesgo de 1,503 para NT-proANP en comparacion con NT-proBNP (1,024) muestra claramente la ventaja
en el subgrupo de pacientes con un IMC >=30. Una razon de riesgo de 1,000 indica que el riesgo de muerte por
dosis unitaria de concentracién no aumenta. Para NT-proANP, una razén de riesgo de 1,503 significa por tanto que
el riesgo de muerte por unidad de concentracion (en este caso 100 pmol/l) aumenta en un 50,3%. En comparacién
con NT-proBNP, este es un aumento mayor de 21 veces del riesgo.

Resultado del andlisis de riesgo proporcional de Cox de multiples variables:

Chi cuadrado del marcador | Razon de riesgo (IC del 95%) | p
LN NT-proANP 7,198 2,776(1,317-5,854) 0,007
LN NT-proBNP 0,005 0,985(0,644-1,506) 0,943

De nuevo, el resultado demuestra la ventaja de NT-proANP ya que persiste como factor pronéstico independiente de
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muerte en el subgrupo de pacientes con el IMC >=30 en un modelo con NT-proBNP (p=0,007). En contraposicion
con esto, NT-proBNP no es un factor prondéstico independiente.

Ademas en el analisis ROC, NT-proANP fue superior a NT-proBNP (AUC=0,61) para el prondstico de mortalidad del
subgrupo de pacientes con el IMC >=30 con un AUC de 0,66. El umbral 6ptimo de NT-proANP para el pronéstico era
de 199 pmol/l.

Ejemplo 2

Poblacion de estudio

Se incluyeron de manera prospectiva pacientes consecutivos que se presentaron en el ED. Para que pudieran
seleccionarse en el estudio, un paciente tenia que presentar disnea como el sintoma mas prominente. Se excluyeron
pacientes menores de 18 afios de edad, pacientes en hemodidlisis y pacientes con traumatismo. Se llevo a cabo el
estudio segun los principios de la Declaracion de Helsinki y se aprobd por el comité ético local. Se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de todos los pacientes participantes.

Evaluacién clinica de los pacientes

Se sometio a los pacientes a una evaluacion clinica inicial que incluia historia clinica, examen fisico, ECG, oximetria
de pulso, analisis de sangre incluyendo analisis de gases en la sangre arterial (cuando esté indicado) y rayos X
toracicos. En el ED estaban muy recomendadas las pruebas de ecocardiografia y de funcién pulmonar como
paciente ambulatorio o en el hospital si el paciente estaba ingresado. Para cada paciente incluido en el estudio, Los
médicos del ED evaluaron la probabilidad de que el paciente presentara HF (evaluando un valor del 0 al 100 por
ciento de certeza clinica) como la causa de su disnea incluyendo toda la informacion disponible del examen fisico,
ECG, rayos X toracicos y analisis de sangre incluyendo BNP.

Definicién del patrén de referencia (“de oro”) de insuficiencia cardiaca

Para determinar el diagnostico real, dos cardiélogos independientes revisaron todas las historias clinicas relativas al
paciente y clasificaron independientemente el diagnéstico como disnea debida a HF o disnea debida a otra causa
distinta de HF. Ambos cardiélogos tenian acceso a los registros del ED y cualquier informaciéon adicional que
estuviera disponible durante o tras la evaluacion en el ED. Esta informacién incluia los niveles de BNP, rayos X
toracicos, historia médica que no estaba disponible para los médicos del ED, los resultados de pruebas posteriores
tales como ecocardiografia, obtencion de imagen mediante radionuclidos o ventriculografia izquierda, realizados en
el momento de cateterismo cardiaco, prueba de la funcién pulmonar, TAC, ultrasonidos de compresion para la
evaluacion de embolia pulmonar, cateterismo cardiaco derecho, el transcurso en el hospital de los pacientes
ingresados en el hospital, la respuesta a terapia, los datos de la autopsia en pacientes fallecidos y la informacion
sobre acontecimientos clinicos o reingresos durante un seguimiento de 90 dias. Se consideré el nivel de BNP como
un marcador cuantitativo de HF y por tanto se interpretdé como una variable continua para realizar el mejor uso de la
informacién proporcionada por esta prueba. Cuanto mayor sea el nivel de BNP, mayor es la probabilidad de que HF
esté presente y de que sea la causa de disnea. Se ajustaron los valores de BNP absolutos para la presencia de
enfermedad renal y obesidad para maximizar la precision de diagnostico (Mueller, C. et al., Swiss Med Wkly, 2007.
137(1-2): pags. 4-12.).

Medicién de péptidos natriuréticos

Durante la evaluacion inicial, se recogié una muestra de sangre en tubos que contenian potasio-EDTA. Se
analizaron los MR-proANP y NT-proBNP de muestras de plasma congeladas inmediatamente a -80°C hasta el
analisis. Se realizé la deteccion de MR-proANP utilizando un inmunoensayo de tipo sandwich (MR-proANP LIA,
B.R.A.H.M.S, Hennigsdorf/Berlin, Alemania) tal como se describe en detalle en otra parte (Morgenthaler, N.G., et al.,
Clin Chem, 2004. 50(1): pags. 234-6.). La mediana de MR-proANP en 325 individuos sanos en investigaciones
anteriores era de 45 pmol/l (intervalo de confianza (IC) del 95% de 43 a 49 pmol/l) (Morgenthaler, N.G., et al., Clin
Chem, 2004. 50(1): pags. 234-6.). Se determinaron los niveles de NT-proBNP mediante un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia cuantitativo (Elecsys proBNP, Roche Diagnostics AG, Zug, Suiza). Se midi6 BNP
mediante un inmunoensayo enzimatico de microparticulas (AxSym, Abbott Laboratories, IL, EE.UU).

Andlisis estadistico

Se compararon los datos de una variable sobre caracteristicas demograficas y clinicas entre pacientes con disnea
debida a HF y pacientes con disnea que no se debia a HF mediante la prueba de la U de Mann-Whitney no
paramétrica o la prueba exacta de Fisher segun fue apropiado. Se consideraron MR-proANP y NT-proBNP como
variables continuas y se transformaron logaritmicamente para lograr la normalidad. El objetivo principal era comparar
la precisién de MR-proANP con la de NT-proBNP. Como los niveles de BNP estaban disponibles para el diagnostico
de patrén de referencia (“de oro”) de HF, se consideré que la comparacién de MR-proANP con BNP estaba sesgada
en favor de BNP y por tanto no se incluyé BNP en el analisis ROC. El objetivo secundario era investigar, si la adicién
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de MR-proANP al criterio clinico en el ED, incluyendo rayos X toracicos e informacion de BNP, aumentaria
adicionalmente la precision de diagnostico. Para determinar la precision de diagnéstico de MR-proANP y NT-proBNP
para HF, se analizaron curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) y se calcularon las areas bajo la curva
(AUC) para ambos marcadores. Se compararon las AUC segun el procedimiento por Hanley y McNeil (Hanley, J.A.
et al., Radiology, 1983. 148(3): pags. 839-43.). Se alcanzé el punto limite éptimo seleccionando el punto en la curva
ROC que maximizaba tanto la sensibilidad como la especificidad. El punto de corte éptimo para la certeza clinica en
el ED de HF se eligié a 280%, un punto de corte que proporciona certeza razonable y factible, McCullough, P.A., et
al., Circulation, 2002. 106(4): pags. 416-22. Se compararon las precisiones diagnosticas de ambos ensayos a
concentraciones limite Optimas segun se determinaron mediante analisis ROC mediante la prueba de McNemar
(comparacion de parejas discordantes de clasificaciones bioquimicas falsas). Para determinar cocientes de
probabilidades para la deteccion de HF con respecto a umbrales de MR-proANP y NT-proBNP de la precision de
diagndstico mas alta, se realiz6 un andlisis de regresion logistica sin ajustar y ajustado para covariables
significativas (edad, CHF anterior, infarto de miocardio anterior, tasa de filtracion glomerular estimada, hemoglobina,
estertores pulmonares, edema periférico e ingurgitacion venosa yugular). Se utiliz6 el coeficiente de correlacion de
rangos de Spearman para evaluar la relacion de las concentraciones de MR-proANP y NT-proBNP en la poblacion
de estudio. Se calcul6 el indice de masa corporal (IMC) utilizando la férmula convencional de peso en kilogramos
dividido por el cuadrado de la altura en metros. Se definié peso normal como un IMC < 25 kg/mz, sobrepeso como
un IMC entre 25 kg/m2 y 29,9 kg/m2 y obesidad como un IMC de 30 kg/m2 0 superior, segun la definicion de la
Organizacién Mundial de la Salud. Se calcul6 la tasa de filtraciéon glomerular utilizando la férmula de modificacion de
dieta en enfermedad renal (MDRD) (Stevens, L.A. et al., N Engl J Med, 2006. 354(23): pags. 2473-83.). Se
analizaron estadisticamente los datos con software SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, lllinois, EE.UU) y el paquete
MedCalc 9.3.9.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Bélgica). Todas las probabilidades eran bilaterales y se consideré
p < 0,05 como significativo.

Resultados

Se incluy6 un total de 287 en este estudio (figura 3). La mediana de la edad era de 77 afios. Habia 149 hombres
(52%) y 138 mujeres (48%). La hipertension arterial estaba presente en el 68% de los pacientes, el 28% presentaba
cardiopatia coronaria y el 34% presentaba enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Los diuréticos (52%) eran la
medicacioén crénica prescrita mas comun, seguida por inhibidores de ACE o bloqueantes del receptor de AT-Il (49%)
y beta-bloqueantes (39%). En el examen, el 54% de los pacientes presentaban estertores en los campos
pulmonares inferiores, el 42% presentaban edema de las extremidades inferiores y el 28% presentaba ingurgitacion
venosa yugular.

El diagnostico de patrén de oro adjudicado fue HF en 154 (54%) pacientes, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica en 71 (25%) pacientes, neumonia en 33 (11%) pacientes, tumor maligno en 10 (3%) pacientes, embolia
pulmonar en 8 (3%) pacientes, hiperventilacion en 7 (2%) pacientes y otras causas tales como enfermedad pulmonar
intersticial, asma o bronquitis en 14 (5%) pacientes. Existian varios pacientes con dos razones principales para la
disnea tal como exacerbacion de enfermedad pulmonar obstructiva crénica y neumonia.

Los niveles de MR-proANP y NT-proBNP en pacientes con y sin un diagnéstico de patrén de oro adjudicado de HF
se muestran en la figura 4. La mediana de la concentracion de MR-proANP de los pacientes con HF (400 pmol/l, IQR
246 - 642 pmol/l) era significativamente mas alta que la de los sin HF (92 pmol/l, IQR 92 - 173 pmol/l; p <0,001 para
la diferencia). La mediana de la concentracién de NT-proBNP en pacientes con HF era de 5757 pg/ml (IQR 1924 -
13243 pg/ml) frente a 300 pg/ml (IQR 76 - 974 pg/ml) en pacientes sin HF (p<0,001 para la diferencia). El coeficiente
de correlaciéon de rangos de Spearman era de 0,899 entre MR-proANP y NT-proBNP (p < 0,001). El AUC de MR-
proANP era de 0,92 (IC del 95% de 0,88 a 0,95) para el diagnéstico de HF, idéntico al AUC de NT-proBNP con 0,92
(IC del 95% de 0,89 a 0,95; p = 0,791; figura 6a). Basandose en el analisis ROC, el valor limite de diagnostico
Optimo para MR-proANP y NT-proBNP para alcanzar la precision de diagndstico mas alta era de 206 pmol/l y
1540 pg/ml, respectivamente. En este limite, la precisién, la sensibilidad y la especificidad para MR-proANP eran
todas del 84%. El andlisis de regresion logistica confirmé MR-proANP como un potente factor prondstico de HF en
analisis tanto de una variable como de mudltiples variables (figura 5).

El AUC para la combinaciéon de probabilidad en el ED con MR-proANP era significativamente mas alta que la
probabilidad en el ED sola (p=0,016, figura 6b). La precision de diagnostico del criterio clinico con alta probabilidad
en el ED de HF (certeza clinica del 80% al 100%) era del 79,4%. Por tanto, como una medida global de valor de
diagnostico, niveles de MR-proANP > 206 pmol/l afiadidos a la probabilidad en el ED habrian aumentado la precisién
de diagnostico considerablemente hasta el 87,8% (p < 0,001, figura 7). En términos generales, MR-proANP a un
valor limite de 206 pmol/l y la probabilidad en el ED = 80% de certeza eran indicadores relativamente
independientes, tal como se refleja mediante un valor kappa de Cohens de 0,47 (p<0,001).

Tal como se muestra en la figura 8, MR-proANP y NT-proBNP diferian con respecto a su asociacion con el IMC. En
los pacientes con HF, los niveles de MR-proANP medios no eran diferentes en pacientes con sobrepeso y obesos en
comparacion con individuos con IMC normal (p = 0,346 para ambos), mientras que los niveles de NT-proBNP eran
mas bajos en pacientes con sobrepeso y obesos que en pacientes de peso normal (p = 0,025 para ambos).
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Descripcion de las figuras

Figura 1: muestra la secuencia de NT-proANP.
Figura 2: muestra la secuencia de proANP. La tabla ilustra las caracteristicas iniciales de 287 pacientes.

Figura 3: La tabla ilustra las caracteristicas iniciales de 287 pacientes; eGRF = tasa de filtracién glomerular
estimada; MR-proANP = pro-péptido natriurético auricular de la regién media; NT-proBNP = pro-péptido
natriurético de tipo B N-terminal

Figura 4: Graficos de cajas que muestran niveles de NT-proBNP y MR-proANP para pacientes con disnea
provocada por insuficiencia cardiaca (n = 154) y pacientes con disnea que puede atribuirse a otras causas (n =
133); todos p< 0,001.

NT-proBNP = pro-péptido natriurético de tipo B N-terminal; MR-proANP = pro-péptido natriurético auricular de la
region media.

Las cajas representan el percentil 25 y 75, mientras que los bigotes representan la concentracién de minima a
maxima, excluyendo resultados discrepantes que se presentan como puntos separados.

Figura 5: La tabla ilustra analisis de regresion logistica para la prediccion de insuficiencia cardiaca mediante MR-
proANP y NT-proBNP; MR-proANP = pro-péptido natriurético auricular de la region media; NT-proBNP = pro-
péptido natriurético de tipo B N-terminal. La tabla ilustra andlisis de regresion logistica para la prediccion de
insuficiencia cardiaca mediante MR-proANP y NT-proBNP.

Figura 6a: Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para la precision de NT-proBNP y MR-proANP
para diagnosticar insuficiencia cardiaca en pacientes con disnea. Area bajo la curva (AUC): para NT-proBNP =
0,92; para MR-proANP = 0,92 (p=0,791 para comparacion).

Figura 6b: Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC) para la probabilidad en el servicio de urgencias
(ED), MR-proANP, y ambos en la deteccion de insuficiencia cardiaca. (Area bajo la curva (AUC): para MR-
proANP = 0,92; para probabilidad en el ED = 0,90; para combinacién = 0,96; p=0,016 para la comparacion de
probabilidad en el ED y combinacién de probabilidad en el ED con MR-proANP)

Figura 7: Precision de diagnéstico del criterio clinico (alta probabilidad en el servicio de urgencias de insuficiencia
cardiaca), MR-proANP utilizando un valor limite de 206 pmol/l, y ambos combinados en la deteccién de
insuficiencia cardiaca (p < 0,001).

Figura 8: Niveles de NT-proBNP y MR-proANP medios en pacientes con y sin insuficiencia cardiaca, agrupados
por el indice de masa corporal (IMC).
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para el diagnéstico médico, el prondstico y el seguimiento terapéutico para pacientes que
presentan una cardiopatia o que se sospecha que estan desarrollando o que presentan una cardiopatia que
comprende las etapas siguientes:

e proporcionar una muestra de un paciente que presenta una cardiopatia o que se sospecha que esta
desarrollando o que presenta una cardiopatia,

e determinar la zona de la region media de proANP amino-terminal, que comprende del aminoacido 50 al
aminoacido 90, o péptidos parciales del mismo en dicha muestra con un inmunoensayo de tipo sandwich que
utiliza dos anticuerpos que se unen especificamente a secuencias parciales diferentes de dicha zona de la
region media de proANP amino-terminal,

 atribuir el nivel de proANP amino-terminal determinado o el nivel de los péptidos parciales del mismo a un
cuadro clinico en el que la atribucion a un cuadro clinico se lleva a cabo con la ayuda de un valor limite
independiente del IMC de desde 190 hasta 260 pmol/l.

2. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, en el que la cardiopatia se selecciona de entre el grupo que
comprende insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca aguda, sindrome coronario agudo e infarto de
miocardio.

3. Procedimiento in vitro segln las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho procedimiento es un procedimiento para
el diagnostico médico.

4. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que el paciente presenta sintomas de disnea y se
sospecha por tanto que presenta insuficiencia cardiaca.

5. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 a 4, en el que el paciente o el grupo de pacientes presenta un
IMC igual 2o superior a 30 kg/m2 y la muestra es proporcionada por un paciente que presenta un IMC igual o superior
a 30 kg/m”.

6. Procedimiento in vitro segin la reivindicacion 5, en el que el procedimiento es un procedimiento de pronéstico.
7. Procedimiento in vitro segin la reivindicacion 5 o 6, en el que la enfermedad es la insuficiencia cardiaca crénica.

8. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 a 7, en el que la muestra proporcionada de un paciente se
selecciona de entre un grupo que comprende plasma, suero, sangre y orina.

9. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 a 8, en el que el procedimiento se lleva a cabo en
combinacién con otros marcadores y/o procedimientos.

10. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 a 9, en el que se determina por lo menos otro marcador en
una muestra de paciente, seleccionandose el marcador de entre un grupo que comprende un marcador inflamatorio,
un marcador cardiovascular y un marcador isquémico.

11. Procedimiento in vitro segun la reivindicacién 10, en el que el marcador inflamatorio se selecciona de entre un
grupo que comprende proteina-C reactiva (CRP), citocinas tales como por ejemplo TNF-alfa, interleucinas tales
como por ejemplo IL-6, procalcitonina 1-116 o péptidos de la misma que presentan de 12 a 116 aminoacidos, que
presentan preferentemente de 100 a 116 aminoacidos y moléculas de adhesién tales como por ejemplo VCAM o
ICAM.

12. Procedimiento in vitro segun la reivindicacién 10, en el que el marcador cardiovascular se selecciona de entre un
grupo que comprende mieloperoxidasa, el proBNP completo o fragmentos de péptido de proBNP de por lo menos 12
residuos de aminoacido de longitud incluyendo BNP y NT-proBNP, pro-endotelina-1, pro-adrenomedulina, pro-
vasopresina, pro-péptido liberador de gastrina (proGRP), pro-leptina, pro-neuropéptido-Y, pro-somatostatina, pro-
neuropéptido-YY, pro-opiomelanocortina.

13. Procedimiento in vitro segun la reivindicaciéon 10, en el que el marcador isquémico se selecciona de entre un
grupo que comprende troponina | o T, CK-MB, mioglobina.

14. Procedimiento in vitro segun las reivindicaciones 1 a 13, en el que el procedimiento se realiza como ensayo de
prueba rapida.
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Fig. 4.
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Fig.6 a
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Fig. 6 b:
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Fig. 7
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