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DESCRIPCION
Niveles de pro-endotelina-1 para la prediccion de riesgo de episodios taquiarritmicos.

La invencion se refiere a procedimientos in vitro para la estratificacion de riesgo para la indicacion de la implantacion
de dispositivo y/o terapia hibrida antiarritmica para un paciente que presenta una cardiopatia tal como insuficiencia
cardiaca. La invencion se refiere ademas a la utilizacién de un procedimiento de este tipo.

Los cardioversores-desfibriladores implantables (ICD) ponen fin eficazmente a las arritmias ventriculares malignas
previniendo la muerte sibita. Sin embargo, la implantaciéon de ICD es costosa, invasiva y se asocia con efectos
adversos tales como choques inapropiados, problemas psicosociales, problemas de derivacion e infeccion
(Ezekowitz et al, Ann Intern Med 2007; 147: 251-62; Rosenqvist et al, Circulation 1998; 98: 663-70; Sanders GD et
al, N Engl J Med 2005; 353: 1471-80). Es de interés que se haya puesto en duda la rentabilidad de la implantacién
profilactica de un ICD (Goldman et al, N Engl J Med 2005; 353: 1513-5), ya que hasta dos terceras partes de los
pacientes mueren sin recibir terapia con ICD previa (Ezekowitz et al, Ann Intern Med 2007; 147:251-62).
Consecuentemente, resulta imperativa la estratificacion de riesgo para la indicacion adecuada de implantacion de
dispositivo y/o terapia hibrida antiarritmica (Ezekowitz et al, Ann Intern Med 2007; 147:251-62).

La activacion del sistema neurohumoral se ha asociado con el riesgo aumentado de taquiarritmias malignas
(fibrilacién ventricular o taquicardia ventricular rapida) en pacientes con disfuncién ventricular izquierda (LV) sistélica.
De hecho, niveles aumentados del péptido natriurético tipo B (BNP) indican riesgo aumentado de muerte subita
cardiaca (Berger et al, Circulation 2002; 105:2392-7; Brunner-La Rocca et al, Eur Heart J 2001; 22:1136-43). Sin
embargo, el BNP es un marcador cuantitativo de la gravedad de la insuficiencia cardiaca e indica riesgo aumentado
de muerte (Dao et al, J Am Coll Cardiol 2001; 37:379-85), aunque no es Util para predecir correctamente
acontecimientos taquiarritmicos que requieran antes de terapia con ICD.

Se han observado niveles elevados de endotelina sérica y endotelina grande en pacientes que padecen o que han
padecido taquiarritmia ventricular (Szucs et al., J Cardiovasc Pharmacol 2004, 44:S402-6).

Se ha especulado ademas, basandose en experimentos a corto plazo, que la ET y la ET grande podrian actuar
como mediadores para arritmogénesis en conejos (Alexiou et al., JACC 1998, 32:1773-8).

El documento US 2005/0177196 A1l especula sobre la utilizacién de biomarcadores para valorar el riesgo de que los
pacientes adquieran taquiarritmia ventricular. Sin embargo, esta solicitud no proporciona en este contexto
biomarcadores especificos.

Por tanto, un objetivo de la presente invencion consiste en descubrir un marcador que prediga acontecimientos
taquiarritmicos en pacientes que presentan una cardiopatia como por ejemplo insuficiencia cardiaca cronica.

Sorprendentemente, se descubre que niveles aumentados de CT-proET-1 pueden predecir la aparicion de un primer
acontecimiento taquiarritmico ventricular maligno que requiere terapia con dispositivo. Los niveles aumentados de
CT-proET-1 predicen de manera independiente la aparicion futura de taquiarritmias malignas en pacientes con ICD
con insuficiencia cardiaca y LV-EF reducida. Ademas, la medicion de los niveles de CT-proET-1 puede ser muy (til
para la estratificacion de riesgo de pacientes que requieren un ICD para la prevencion primaria de muerte sibita
arritmica.

Por tanto, un objeto de la presente invencion es un procedimiento in vitro para la estratificacion de riesgo para la
indicacion de implantacion de dispositivo ICD y/o una terapia hibrida antiarritmica para un paciente que presenta una
cardiopatia que comprende:

- determinar el nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de al menos 12 aminoacidos en una muestra
obtenida de un paciente.

En caso de que se determine el nivel de fragmentos de CT-proET-1, estos fragmentos comprenden al menos 12
aminoacidos, preferiblemente al menos 20 aminoacidos, preferiblemente al menos 30 aminoéacidos. La endotelina
(ET)-1 es un potente vasoconstrictor endégeno derivado del endotelio (Yanagisawa M, Kurihara H, Kimura S, Goto
K, Masaki T. A novel peptide vasoconstrictor, endothelin, is produced by vascular endothelium and modulates
smooth muscle Ca2+ channels. J Hypertens Supl. 1988;6:5188-91.). La ET-1 ejerce sus efectos vasculares
mediante la activacion de receptores ET(A) y ET(B) en células de musculo liso, lo que produce un aumento en el
calcio intracelular (Yanagisawa et al, J Hypertens Supl. 1988;6;S188-91). La endotelina madura-1 se deriva de un
precursor mas grande denominado pro-endotelina-1. La pro-endotelina-1 puede procesarse de manera proteolitica
dando lugar a diversos fragmentos tal como se describe (Struck J, Morgenthaler NG, Bergmann A. Proteolytic
processing pattern of the endothelin-1 precursor in vivo. Peptides. Diciembre de 2005; 26(12):2482-6.). Estos
fragmentos se someten a degradacion proteolitica en la circulacién sanguinea, que puede producirse de manera
rapida o lenta, dependiendo del tipo de fragmento y del tipo y concentracion/actividad de las proteasas presentes en
la circulacion. Un ejemplo de estos fragmentos es la pro-endotelina-1 C-terminal (CT-proET-1), que puede medirse
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mediante un inmunoensayo de tipo sandwich (Papassotiriou J, Morgenthaler NG, Struck J, Alonso C, Bergmann A.
Immunoluminometric assay for measurement of the C-terminal endothelin-1 precursor fragment in human plasma,
Clin Chem. Junio de 2006; 52(6):1144-5 1.)

Las variables continuas se expresan como mediatdesviacion estandar (DE) o se expresan como mediana (intervalo)
y estimacién de punto (intervalos de confianza del 95%) tal como se indica. El objetivo fue examinar sila CT-proET-1
contribuye a predecir el tiempo hasta el primer acontecimiento taquiarritmico maligno. Se definieron las
taquiarritmias malignas como taquiarritmias ventriculares rapidas (VT o VF) con duraciones de ciclo < 250 ms
(frecuencia cardiaca = 240 Ipm) lo que conduce probablemente a muerte si no se ponen fin mediante el dispositivo
(Bocker D, Block M, Isbruch F, et al. Do patients with an implantable defibrillator live longer? J Am Coll Cardiol
1993,21:1638-44.). Se utilizaron modelos de riesgos proporcionales de Cox de una sola variable y de multiples
variables para evaluar las asociaciones entre las medidas del desenlace.

En una forma de realizacion del procedimiento segun la presente invencion, dicho nivel de CT-proET-1 o fragmentos
de la misma de al menos 12 aminoéacidos se correlaciona con el riesgo de padecer primeras taquiarritmias malignas.

El objeto de dicho procedimiento es la estratificacion de pacientes segin su necesidad de un cardioversor-
desfibrilador implantable (ICD) y/o una terapia hibrida antiarritmica.

Segln una forma de realizacion preferida de la invencion, dicha etapa de correlacion comprende comparar dicho
nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de al menos 12 aminoacidos con un nivel umbral, mediante lo cual,
cuando dicho nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de al menos 12 aminoéacidos supera dicho nivel
umbral, dicho paciente esté en alto riesgo de padecer taquiarritmia.

Se han estratificado pacientes con ICD en dos grupos segun los niveles de CT-proET-1 o BNP y se ha realizado el
andlisis de Kaplan-Meier. El riesgo de padecer taquiarritmia fue significativamente superior en pacientes con niveles
plasméaticos de CT-proET-1 > 73 pmol/l (mediana) que en pacientes con valores de CT-proET-1 por debajo de este
punto de corte (prueba de rangos logaritmicos, p < 0,001, figura 1A). No se descubrieron diferencias significativas en
pacientes con niveles plasméticos de BNP <183 pg/ml (mediana) o >183 pg/ml utilizando taquiarritmia maligna como
criterio de valoracion (prueba de rangos logaritmicos, p = 0,10, figura 1B). No se descubrieron asociaciones
significativas de la fraccion de eyeccion LV y los niveles de CT-proET-1 (figura 2). El area bajo la curva ROC que
utilizé los niveles de CT-proET-1 para predecir la aparicion de una primera taquiarritmia maligna fue de 0,69 (figura
1A, parte insertada). La concentracion 6ptima de CT-proET-1 para el célculo de la precision de prediccion positiva y
negativa tal como se obtiene a partir de la curva ROC fue de 75,5 pmol/l (80,8% de sensibilidad, 64,4% de
especificidad, 92,1% de valor predictivo negativo, 39,6% de valor predictivo positivo y una razén de verosimilitud
positiva de 2,27). Los niveles plasméticos de CT-proET-1 contribuyeron de manera significativa a los modelos de
regresion de Cox de multiples variables que predicen el riesgo de padecer la primera taquiarritmia maligna. Se ha
calculado la razén del riesgo por incremento en pmol/l de los niveles de CT-proET-1 (tabla 2). La utilizacion del
logaritmo de CT-proET-1 en andlisis estadistico no cambio los resultados obtenidos. El analisis de regresion de Cox
de multiples variables revelé que el tratamiento con betabloqueantes indica un prondstico favorable (tabla 2).

Por tanto, en una forma de realizacion preferida de la invencion, dicho nivel umbral esta en aproximadamente 73 +/-
20% pmol/l.

Segin una forma de realizacion preferida, la cardiopatia es cualquier estado, para el que estd indicada
potencialmente la implantacion de un ICD, incluyendo insuficiencia cardiaca de etiologia o bien isquémica o bien no
isquémica. Segun una forma de realizacion preferida, los pacientes presentan una fraccion de eyeccion LV < 45%.

La muestra obtenida de un paciente es preferiblemente una muestra seleccionada del grupo que comprende una
muestra de sangre, una muestra de suero y una muestra de plasma.

Ademas, un objeto de la presente invencion es un procedimiento que comprende adicionalmente combinar dicho
nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de al menos 12 aminoacidos con el nivel/lestado de uno o mas
marcadores, parametros o factores de prondstico adicionales, mediante lo cual la combinacién de dicho nivel de CT-
proET-1 o fragmentos de la misma de al menos 12 aminoacidos con dicho nivel/estado de uno o mas marcadores,
parametros o factores de prondstico adicionales aumenta el valor predictivo para el riesgo de dicho procedimiento.

En una forma de realizacion preferida, el marcador, parametro o factor de prondstico adicional se selecciona de un
grupo que comprende todos los parametros enumerados en la tabla 2, que muestran un p < 0,05 en el andlisis de
una sola variable o de multiples variables, mediante lo cual el BNP es solo un ejemplo para proBNP o fragmentos del
mismo de al menos 12 aminoé&cidos que incluyen BNP o NT-proBNP.

Preferiblemente, se mide dicho nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de al menos 12 aminoacidos con un
inmunoensayo de tipo sandwich. Preferiblemente, se mide el fragmento precursor de la ET-1 C-terminal (CT-proET-
1), que estima indirectamente la actividad del sistema de endotelina. En una forma de realizacion preferida, se
utilizan 2 anticuerpos en este ensayo, preferiblemente anticuerpos policlonales. En una forma de realizacion
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preferida, los anticuerpos se dirigen a los aminoacidos 168-212 de pre-proET-1. Este procedimiento puede llevarse
cabo con un inmunoensayo de tipo sandwich disponible comercialmente (CT-proET-1 LIA, B.R.A.H.M.S AG,
Hennigsdorf, Berlin). El ensayo (intervalo de referencia normal: mediana: 44,3, intervalo: 10,5-77,4 pmol/l) presenta
un limite de deteccién analitica de 0,4 pmol/l y el CV dentro del ensayo fue < del 10% para valores > 10 pmol/l
(Papassotiriou J, Morgenthaler NG, Struck J, Alonso C, Bergmann A. Immunoluminometric assay for measurement of
the C-terminal endothelin-1 precursor fragment in human plasma. Clin Chem 2006; 52:11,44-51.).

En el contexto de la presente invencion, una “cardiopatia” es un estado patoldgico que esta relacionado con el
sistema cardiaco, por ejemplo el corazdn y/o los vasos sanguineos, de un paciente Tales cardiopatias pueden ser
por ejemplo defectos cardiacos congénitos, coronariopatia, insuficiencia cardiaca y/o valvulopatia cardiaca.

En la presente invencion, el término “prevencion primaria” significa evitar el desarrollo de una enfermedad en un
individuo por lo demés sano o al menos asintomatico.

En el contexto de la presente invencion, una taquiarritmia maligna se define preferiblemente como taquiarritmia
ventricular rapida (VT o VF) con una duracién de ciclo <250 ms (frecuencia cardiaca = 240 Ipm).

En la presente invencion, el término “estratificacion de riesgo” indica una asignacion de una probabilidad de que un
individuo experimente determinados acontecimientos adversos. A partir de la presente memoria, el individuo puede
considerarse preferiblemente en una determinada categoria de riesgo, en donde las categorias comprenden por
ejemplo alto riesgo frente a bajo riesgo o categorias de riesgo basadas en valores numéricos, tales como categoria
de riesgo 1, 2, 3, etc.

En el contexto de la presente invencion, términos tales como “valor predictivo” se refieren a la significacion
estadistica de un resultado determinado que se determiné de una medicion. Por tanto, un aumento en el valor
predictivo o el poder de prediccién en el contexto de la presente invencion significa que aumenta la probabilidad de
un diagndstico, prondstico, estratificacion o similar correcto basandose en un determinado valor que se determiné de
la medicién del nivel de un determinado marcador en una muestra.

Tal como se menciona en la presente memoria, un “ensayo” o un “ensayo diagndstico” pueden ser de cualquier tipo
aplicado en el campo de la diagnosis, comprendiendo de manera no limitativa procedimientos de ensayo basados en
reacciones enzimaticas, luminiscencia, fluorescencia o productos radioquimicos. Los procedimientos de deteccion
preferidos comprenden pruebas de tira, radioinmunoandlisis, inmunoensayos de quimioluminiscencia y
fluorescencia, ensayos de inmunotransferencia, ensayos de inmunoadsorcidon enzimatica (ELISA), matrices de
perlas basadas en Lumine, y ensayos de micromatrices de proteinas. Los tipos de ensayo pueden estar
adicionalmente basados en placas de microtitulacién, basados en chips, basados en perlas, en los que los
marcadores pueden estar unidos a la superficie o en disolucidn. Los ensayos pueden ser ensayos homogéneos o
heterogéneos, ensayos de tipo sandwich, ensayos competitivos y no competitivos. En una forma de realizacion
particularmente preferida, el ensayo es en la forma de un ensayo tipo sandwich, que es un inmunoensayo no
competitivo, en el que la molécula que va a detectarse y/o cuantificarse se une a un primer anticuerpo y a un
segundo anticuerpo. El primer anticuerpo puede estar unido a una fase sélida, por ejemplo una perla, una superficie
de un pocillo u otro envase, un chip o una tira, y el segundo anticuerpo es un anticuerpo que esta marcado, por
ejemplo con un colorante, con un radioisétopo 0 con un resto reactivo o cataliticamente activo. Luego se mide la
cantidad de anticuerpo marcado en el sitio mediante un procedimiento apropiado. La composicion y procedimientos
generales implicados con los “ensayos de tipo sandwich” estan bien establecidos y son bien conocidos por el
experto 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. Febrero de 2006; 10 (1): 4-10. PMID:
16376134), que se incorpora a la presente memoria como referencia.

En una forma de realizacion particularmente preferida, el ensayo comprende dos moléculas de captura,
preferiblemente anticuerpos que estdn ambos presentes como dispersiones en una mezcla de reaccién liquida, en el
que un primer componente de marcaje se une a la primera molécula de captura, en el que dicho primer componente
de marcaje forma parte de un sistema de marcaje basado en la extincion o en la amplificacion de la fluorescencia o
de la quimioluminiscencia, y un segundo componente de marcaje de dicho sistema de marcaje se une a la segunda
molécula de captura, de manera que con la unién de ambas moléculas de captura a dicha proteasa o dicho inhibidor
endogeno o dicho complejo de la proteasa con un inhibidor endégeno, se genera una sefial medible que permite la
deteccién de los complejos de tipo sdndwich formados en la disolucién que comprende la muestra.

Todavia mas preferentemente, dicho sistema de marcaje comprende criptatos de tierras raras o quelatos de tierras
raras en combinacion con un colorante de fluorescencia o colorante de quimioluminiscencia, en particular un
colorante del tipo cianina.

En el contexto de la presente invencion, los ensayos basados en fluorescencia comprenden la utilizacion de
colorantes, que pueden seleccionarse por ejemplo del grupo que comprende FAM (5-0 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'-
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dimetoxifluoresceina (JOE), N,N,N’,N’-tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA), 6-carboxi-X-rodamina (ROX), 5-
carboxirrodamina-6G (R6G5), 6-carboxirrodamina-6G (RG6), rodamina, verde de rodamina, rojo de rodamina,
rodamina 110, colorantes BODIPY, tales como BODIPY TMR, verde de Oregdn, cumarinas tales como umbeliferona,
benzimidas, tales como Hoechst 33258; fenantridinas, tales como rojo de Texas, amarillo de Yakima, Alexa Fluor,
PET, bromuro de etidio, colorantes de acridinio, colorantes de carbazol, colorantes de fenoxazina, colorantes de
porfirina, colorantes de polimetina y similares.

En el contexto de la presente invencion, los ensayos basados en quimioluminiscencia comprenden la utilizacion de
colorantes, basandose en los principios fisicos que se describen para materiales quimioluminiscentes en Kirk-
Othmer, Encyclopedia of chemical technology, 42 ed., editor ejecutivo, J. I. Kroschwitz; editor, M. Howe-Grant, John
Wiley & Sons, 1993, vol.15, pag. 518-562, que incluye menciones en las paginas 551-562.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “terapia hibrida” se refiere a una terapia de combinacion, en la
que se combinan la terapia farmacéutica y la terapia con dispositivo en un paciente.

Debe apreciarse que los “pacientes” en el contexto de la invencion, son todas las personas o animales
independientemente de que muestren 0 no cambios patologicos, a menos que se establezca otra cosa. En el
significado de la invencion, cualquier muestra recogida de células, tejidos, 6rganos, organismos o similares puede
ser una muestra de un paciente que va a diagnosticarse. En una forma de realizacion preferida, el paciente segin la
invencion es un ser humano.

Tal como se menciona en la presente memoria en el contexto de proteinas o péptidos, el término “fragmento” se
refiere a proteinas o péptidos mas pequefios que pueden derivarse de proteinas o péptidos mas grandes, que por lo
tanto comprenden una secuencia parcial de la proteina o el péptido mas grande. Dichos fragmentos pueden
derivarse de las proteinas o péptidos mas grandes mediante saponificacion de uno o mas de sus enlaces peptidicos.
En el contexto de la presente invencidn, el término “nivel” en expresiones tales como “nivel de una proteasa”, “nivel
de analito” y expresiones similares, se refiere a la cantidad de la entidad molecular mencionada en el contexto
respectivo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, términos tales como “marcador” “marcador(es), parametro(s) o factor(es)
pronostico” o “biomarcador” o “marcador biologico” se utilizan de manera intercambiable y se refieren a parametros
biol6gicos medibles y cuantificables (por ejemplo, concentracién de enzima especifica, concentracion de hormona
especifica, distribucién fenotipica génica especifica en una poblacion, presencia de sustancias bioldgicas) que sirven
como indices para valoraciones relacionadas con la salud y la fisiologia, tales como riesgo de enfermedad,
trastornos psiquiatricos, exposiciéon al medioambiente y sus efectos, diagnéstico de enfermedad, procesos
metabdlicos, abuso de sustancias, embarazo, desarrollo de lineas celulares, estudios epidemiolégicos, etc. Ademas,
un biomarcador se define como una caracteristica que se mide y se evalla objetivamente como un indicador de
procesos bioldgicos normales, procesos patégenos o respuestas farmacoldgicas de una intervencion terapéutica. Un
biomarcador puede medirse en una biomuestra (como un andlisis de sangre, de orina o de tejido), puede ser un
registro obtenido de una persona (tension arterial, ECG o Holter), o puede ser una prueba de obtencién de imagenes
(ecocardiograma 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 el
tipo de exposicion a un factor medioambiental, susceptibilidad genética, respuestas genéticas a exposiciones,
biomarcadores de enfermedad subclinica o clinica o indicadores de respuesta a terapia. Por tanto, una manera
simplista de considerar los biomarcadores es como indicadores del rasgo de enfermedad (factor de riesgo o
biomarcador de riesgo), del estado de la enfermedad (preclinica o clinica) o de la velocidad de la enfermedad
(progresion). Por consiguiente, los biomarcadores pueden clasificarse como biomarcadores antecedentes (que
identifican el riesgo de desarrollar una dolencia), biomarcadores de deteccion (que detectan la enfermedad
subclinica), biomarcadores de diagnéstico (que reconocen la enfermedad manifiesta), biomarcadores de estadiaje
(que categorizan la gravedad de la enfermedad) o biomarcadores de prondéstico (que predicen el curso futuro de la
enfermedad, incluyendo recurrencia y respuesta a la terapia y eficacia de monitorizacién de la terapia). Los
biomarcadores también pueden servir como criterios de valoracién sustitutos. Un criterio de valoracion sustituto es
uno que puede utilizarse como desenlace en ensayos clinicos para evaluar la seguridad y la eficacia de las terapias
en lugar de la medicion del desenlace real de interés. El principio subyacente es que las alteraciones en el criterio de
valoracion sustituto siguen fielmente los cambios en el desenlace de interés. Los criterios de valoracion sustitutos
presentan la ventaja de que pueden reunirse en un periodo de tiempo mas corto y con menos gasto que criterios de
valoracion tales como morbimortalidad, que requieren ensayos clinicos grandes para la evaluacion. Los valores
adicionales de los criterios de valoracién sustitutos incluyen el hecho que estdn mas préximos a la
exposicion/intervencion de interés y pueden ser mas faciles de relacionar de un modo causal que acontecimientos
clinicos mas distantes. Una desventaja importante de los criterios de valoracién sustitutos es que si el desenlace
clinico de interés esta influido por muchos factores (ademas del criterio de valoracién sustituto), la confusién residual
puede reducir la validez del criterio de valoracion sustituto. Se ha sugerido que la validez de un criterio de valoracién
sustituto es mayor si puede explicar al menos el 50% del efecto de una exposicién o intervencién en el desenlace de
interés. Por ejemplo, un biomarcador puede ser una proteina, un péptido o una molécula de acido nucleico.
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Descripcion de las figuras

Figura 1

Se han estratificado pacientes con insuficiencia cardiaca en dos grupos segin los niveles de CT-proET-1y de BNP y
se ha realizado el andlisis de Kaplan Meier. A) Los pacientes con niveles plasmaticos de CT-proET-1 > 73 pmol/l
(mediana) presentaron un desenlace significativamente peor que los pacientes con valores de CT-proET-1 por
debajo de este punto de corte (prueba de rangos logaritmicos) en cuanto a acontecimientos taquiarritmicos malignos
como criterio de valoracion. B) Los pacientes con niveles plasméticos de BNP = 183 pg/ml (mediana) no presentaron
una tasa superior de acontecimientos taquiarritmicos ventriculares malignos que los pacientes por debajo de este
punto de corte (prueba de rangos logaritmicos). Los analisis de la curva ROC respectiva se muestra en las partes
insertadas.

Figura 2

Analisis de regresion lineal de la fraccién de eyeccion LV y los niveles de CT-proET-1 en 123 pacientes con
insuficiencia cardiaca con cardioversores-desfibriladores implantables.

Ejemplos
Procedimientos

Pacientes, disefio del estudio

La poblacion del estudio consistid en 123 pacientes con desfibrilador con insuficiencia cardiaca de etiologia
isquémica o no isquémica que se reclutaron de manera prospectiva en la clinica para pacientes ambulatorios con
desfibrilador de la University of Marburg entre junio de 2002 y septiembre de 2003 (Christ et al, Eur J Heart Fail
2007; 9: 272-9). El estudio se llevo a cabo segun los principios de la Buena Practica Clinica y la Declaracion de
Helsinki, y los pacientes dieron su consentimiento informado antes de su inclusién en el estudio (Christ et al, Eur J
Heart Fail 2007; 9: 272-9).

Electrocardiografia y ecocardiografia

Se registraron electrocardiogramas (ECG) de 12 derivaciones normalizados a una velocidad de papel de 50
mm/segundo de cada paciente y se interpretaron por un Unico investigador experimentado ciego para el desenlace.
Los pacientes se clasificaron presentando un ritmo marcado por marcapasos si mas del 50% de los latidos se
sometieron a electroestimulacion cardiaca durante el registro del ECG. Se obtuvieron imagenes ecocardiograficas
bidimensionales del corazén al final del periodo espiratorio utilizando una maquina Vingmed Vivid Five (GE Medical
Systems, Solingen, Alemania) y se midieron los parametros utilizando procedimientos convencionales (Christ et al,
Eur J Heart Fail 2007; 9: 272-9).

Procedimientos de laboratorio

Tras el ayuno durante la noche, se extrajeron muestras de sangre venosa entre las 8:30 h y las 10:30 h a través de
una canula de calibre 21 insertada en una vena antecubital utilizando tubos Monovettes que contenian acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sarstedt, Nuembrecht, Alemania). Los pacientes se tendieron, durante al menos
15 min, en una posicion corporal de supino. Se transfirieron inmediatamente las muestras de sangre con EDTA a
hielo refrigerado, se separo6 el plasma utilizando una centrifuga y se almacend el plasma a -80°C hasta el andlisis.

Se determinaron los niveles de BNP utilizando un inmunoensayo de quimioluminiscencia (Bayer AG, Fernwald,
Alemania). El limite de deteccién analitica del ensayo fue de 2 pg/ml. Los coeficientes de variacion (CV) dentro del
ensayo fueron del 1,8-4,3% a 29,4-1763 pg/ml y los CV dentro del ensayo fueron del 2,3-4,7% a BNP 29,4-1736
pg/ml (Christ et al, Eur J Heart Fail 2007; 9: 272-9). La endotelina-1 es dificil de medir debido a la inestabilidad y la
union del receptor. Se midié el fragmento precursor de la ET-1 C-terminal (CT-proET-1), que estima indirectamente
la actividad del sistema de endotelina, con un inmunoensayo de tipo sandwich nuevo (CT-proET-1 LIA, B.R.A.H.M.S
AG, Hennigsdorf, Berlin, Alemania) (Papassotiriou et al, Clin Chem 2006; 52: 1144-51)) utilizando 2 anticuerpos
policlonales dirigidos a los aminoacidos 168-212 de pre-proET-1. El ensayo (intervalo de referencia normal:
mediana: 44,3, intervalo: 10,5-77,4 pmol/l) presenta un limite de deteccién analitica de 0,4 pmol/l y el CV dentro del
ensayo fue < 10% para valores > 10 pmol/l (Papassotiriou et al, Clin Chem 2006; 52: 1144-51).

Implantacién de desfibrilador y programacion del dispositivo

Exclusivamente, se utilizaron ICD con sistemas de derivacion sin toracotomia y formas de onda de choque bifasico
con energia de choque maxima de 27 a 34 J. Todos los sistemas de ICD utilizados proporcionaron electrogramas
intracardiacos almacenados ademas de intervalos de latido a latido de episodios que desencadenan la accién del
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dispositivo (Guidant, St. Paul, Minnesota; Medtronic, Minneapolis, Minnesota). El intervalo de tiempo para la
deteccion de VF oscild entre uno y tres segundos en dispositivos de Guidant; se programaron los dispositivos de
Medtronic para que requiriesen del8 de 24 latidos por debajo de la duracién del ciclo de deteccidon programado
(intervalo 240 — 280 ms) con el fin de iniciar la carga del condensador en la zona de VF. Se detectaron taquiarritmias
ventriculares més lentas y se trataron en una o dos zonas de VT separadas con electroestimulacion cardiaca
antitaquicardia en rafagas seguido por hasta 4 choques de cardioversion (Grimm et al, J Am Coll Cardiol 2002; 39:
780-7).

Sequimiento

Todos los datos de caracteristicas clinicas de nivel inicial, incluyendo los resultados de la evaluacién cardiaca y los
datos de implantacion se habian recogido de manera prospectiva en la base de datos de desfibrilador de Marburg
(Christ et al, Eur J Heart Fail 2007; 9: 272-9, Grimm et al, J Am Coll Cardiol 2002; 39: 780-7). El seguimiento en este
estudio empezé en el momento de la medicion del biomarcador, fue hasta de 60 meses y pudo completarse en todos
los pacientes incluidos. Se realizé un seguimiento de los pacientes principalmente en la clinica para pacientes
ambulatorios con desfibrilador en intervalos de tres a seis meses o tan pronto como fue posible tras los choques de
ICD espontaneos para la comprobacién del dispositivo y la recuperacion de los electrocardiogramas almacenados.
Dos electrofisi6logos experimentados clasificaron todos los electrocardiogramas almacenados de episodios que
desencadenan la terapia con ICD o inapropiados utilizando los criterios descritos previamente (Christ et al, Eur J
Heart Fail 2007; 9: 272-9; Marchlinski et al, Pacing Clin Electrophysiol 1993; 16: 527-34).

Analisis estadistico

Las variables continuas se expresan como mediatdesviacion estandar (DE) o se expresan como mediana (intervalo)
y estimacion de punto (intervalos de confianza del 95%) tal como se indica. El objetivo primario fue examinar si los
niveles de biomarcador que incluian CT-proET-1 o BNP contribuyen a predecir el tiempo hasta el primer
acontecimiento taquiarritmico maligno. Se definieron las taquiarritmias malignas como taquiarritmias ventriculares
rapidas (VT o VF) con duraciones de ciclo < 250 ms (frecuencia cardiaca = 240 Ipm) lo que conduce probablemente
a muerte si no se ponen fin mediante el dispositivo (Bocker et al, J Am Coll Cardiol 1993; 21: 1638-44.). Se utilizaron
modelos de riesgos proporcionales de Cox de una sola variable y de mdltiples variables para evaluar las
asociaciones entre las medidas del desenlace.

Para construir un primer modelo de regresion de Cox, se utilizé por esa razén un procedimiento gradual con un nivel
de entrada de 0,05. Se fij6 el valor p para permanecer en el modelo a 0,05. Se estimaron las probabilidades de
acontecimiento con el procedimiento de Kaplan-Meier y se utilizé la prueba de rangos logaritmicos para las
comparaciones de curvas. Se utilizaron andlisis estadisticos adicionales para exploracion, descripcion e
interpretacion. Se realizaron comparaciones entre grupos mediante la prueba de la t de Student, la prueba de la U o
la prueba de la chi cuadrado segun fueron aplicables. Todos los valores p notificados son bilaterales, se considerd
significativo un valor p < 0,05.

Se construyeron curvas de caracteristica operativa del receptor (ROC) para valorar la sensibilidad y la especificidad
de biomarcadores en todas las concentraciones para detectar los criterios de valoracion respectivos. Se realizaron
todos los célculos estadisticos utilizando el paquete de software estadistico SPSS (versién 14,0; SPSS Inc.,
Chicago, IL).

Resultados

Las caracteristicas demogréficas de la cohorte de estudio global se muestran en la tabla 1. Durante un seguimiento
méaximo de hasta 60 meses (mediana de 51 meses) tras la inclusion, 27 pacientes presentaron primeros
acontecimientos taquiarritmicos malignos, los niveles de CT-proET-1 fueron significativamente superiores en los
pacientes con primeros acontecimientos taquiarritmicos malignos (mediana: 90 pmol/l) en comparacién con los
pacientes sin un primer acontecimiento taquiarritmico maligno (mediana: 67 pmol/l; p = 0,003). Por el contrario, no se
encontraron diferencias entre los grupos para BNP (p = 0,55) (tabla 1).

Factores prondstico de primeros acontecimientos taquiarritmicos malignos

Se produjeron taquiarritmias malignas a una mediana de 18 meses tras la inclusién en el estudio (IQR: 8-41 meses).
Los niveles de CT-pro-ET-1, la clase de la NYHA, la presion venosa yugular aumentada y el tratamiento con
betabloqueantes contribuyeron significativamente a los modelos de regresion de Cox de una sola variable para
predecir el criterio de valoracién primario. Ni el BNP, ni la tension arterial sistolica, ni el diametro diastélico final del
LV, ni la LV-EF ni la presencia de un bloqueo de rama izquierda (LBBB) predijeron el riesgo de padecer
taquiarritmias malignas que requerian terapia con ICD (tabla 2). Se han estratificado pacientes con ICD en dos
grupos segun los niveles de CT-proET-1 o de BNP y se ha realizado el analisis de Kaplan-Meier. El riesgo de
padecer taquiarritmia fue significativamente superior en pacientes con niveles plasmaticos de CT-proET-1 > 73
pmol/l (mediana) que en pacientes con valores de CT-proET-1 por debajo de este punto de corte (prueba de rangos
logaritmicos, p < 0,001, figura 1A). No se encontraron diferencias en pacientes con niveles plasméticos de BNP < 83
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pg/ml (mediana) o > 183 pg/ml utilizando taquiarritmia maligna como criterio de valoracién (prueba de rangos
logaritmicos, p = 0,10, figura 1B). No se encontraron asociaciones significativas de la fraccién de eyeccion LV y los
niveles de CT-proET-1 (figura 2).

El area bajo la curva ROC que utilizé los niveles de CT-proET-1 para predecir la aparicion de una primera
taquiarritmia maligna fue de 0,69 (figura 1A, parte insertada). La concentracion 6ptima de CT-proET-1 para el calculo
de la precisiéon de prediccion positiva y negativa tal como se obtiene a partir de la curva ROC fue de 75,5 pmol/l
(80,8% de sensibilidad, 64,4% de especificidad, 92,1% de valor predictivo negativo, 39,6% de valor predictivo
positivo y una razén de verosimilitud positiva de 2,27). Los niveles plasmaticos de CT-proET-1 contribuyeron de
manera significativa a los modelos de regresion de Cox de multiples variables que predicen el riesgo de padecer la
primera taquiarritmia maligna. Se ha calculado la razén del riesgo por incremento en pmol/l de los niveles de CT-
proET-1 (tabla 2). La utilizaciéon del logaritmo de CT-proET-1 en andlisis estadistico no cambi6 los resultados
obtenidos. El analisis de regresion de Cox de multiples variables revel6 que el tratamiento con betabloqueantes
indica un prondstico favorable (tabla 2).

Tabla 1

Caracteristicas clinicas de pacientes con implantacion del cardioversor/desfibrilador implantable a la entrada del
estudio.

Variable Todos los pacientes Taquiarritmia maligna
Libre de P=
Acontecimiento aconte-
cimiento
NUmero 123 27 96
Edad, afios 63112 64+13 63112 0,66
Sexo masculino (%) 104 (85) 21 (78) 83 (87) 0,36
Peso, kg _ 82+14 82413 82+14 0,83
indice de masa corporal, kg/mZ 26,8+4,2 27,6+4,0 26,6+4,2 0,29
Tension arterial sistdlica, mm Hg 132+21 130418 132+22 0,53
Disnea Clase I/ll de la NYHA (%) 75 (61) 13 (48) 62 (65) 0,08
clase Il de la NYHA (%) 45 (37) 12 (44) 33 (34)
clase IV de la NYHA (%) 3(2 2(7) 1)
CausadelalC no isquémica (%) 63 (51) 15 (56) 48 (53) 0,83
Quimica clinica
Hemoglobina, g/l 141+16 144+17 140+16 0,21
Sodio, mmol/l 13943 13943 14044 0,29
Potasio, mmol/l 4,0+0,4 4,0+0,5 4,0+0,4 0,61
Magnesio, mmol/l 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8+0,1 0,54
Aclaramiento de creatinina, ml/min 90+37 89+37 90+38 0,89
Pro-endotelina 1 CT, pmol/l (mediana) 73 90 67 0,003
IQR 59-95 76-99 57-92
Péptido natriurético tipo B, pg/ml (mediana) 183 221 177 0,55
IQR 77-395 75-482 78-357
Electrocardiograma de 12 derivaciones (%)
Ritmo sinusal 69 (55) 15 (56) 54 (56) 1,0
Fibrilacion auricular 31 (25) 7 (26) 24 (25) 1,0
Estimulacion de marcapasos 37 (30) 6 (22) 31(32) 0,35
Bloqueo de rama izquierda 42(34) 9 (33) 33(34) 1,0
Estudio ecocardiografico
LV EDD, mm 66+10 6719 65+11 0,45
Fraccion de eyeccion LV, % 29+10 28+9 29+10 0,53
Medicacién
Diuréticos (%) 103 (83,7) 23 (85,2) 80 (83,3) 1,00
ACE-|, ARB (%) 100 (81,3) 19 (70,4) 81 (84,4) 0,16
Betabloqueante (%) 92 (74,8) 15 (55,6) 77 (80,2) 0,01
Digitalicos (%) 76 (61,8) 18 (66,7) 58 (60,4) 0,66
Espironolactona (%) 43 (35,0) 7 (25,9) 36 (37,5) 0,36
Amiodarona (%) 29 (23,6) 5 (18,5) 24 (25,0) 0,61
Estatinas (%) 46 (37,4) 7 (25,9) 39 (40,6) 0,18
Antiarritmicos de clase | (%) 4 (3,3) 1(3,7) 3(3,1) 1,00
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NYHA, New York Heart Association (Asociacion cardiaca de Nueva York); LV, ventricular izquierda; CT, C-terminal,
EDD, diametro diastdlico final, ACE-I, inhibidor de la enzima conversora de angiotensina, ARB, bloqueante del
receptor de angiotensina. Se ha realizado el analisis estadistico tal como se explicd resumidamente en la seccién
de estadistica. Se presentan los valores como media+DE o tal como se indica.

Tabla 2: Acontecimientos taquiarritmicos en pacientes con ICD durante el seguimiento

Primer acontecimiento taquiarritmico maligno

Razon de riesgo Pd | P de
Parametro Estimacion de punto € una sola multiples
(IC del 95%) variable variables
Edad, afios 1,01 (0,98-1,05) 0,51 -
Sexo masculino 0,58 (0,23-1,43) 0,24 -
Indice de masa corporal kg/mZ 1,05 (0,95-1,16) 0,32 -
Historia médica | Ceronariopatia/ infarto de miocardio 0,83 (0,38-1,78) 0.63 )
anterior
Reanimacion satisfactoria antes de
la implantacion de ICD 0,52(0,20-1,36) 018 i
Sincope antes dleclg implantacion de 1,54 (0,72 3,29) 0.27 )
Presencia de arritmias malignas 1,14 (0,51-2,55) 0.74 )
antes de la inclusion
ICD para Ia_ prevencion primaria de 1,13 (0,52-2,43) 076 i
arritmias malignas
Tabaquismo 0,63 (0,22-1,83) 0,40 -
Hipertension 0,57 (0,26-1,28) 0,17 -
Diabetes mellitus 1,45 (0,68-3,09) 0,33 -
Presidn venosa yugular aumentada 3,92 (1,34-11,48) 0,01 0,38
Tension arterial sistélica, mm Hg 0,99 (0,97-1,01) 0,50 -
Asociacion cardiaca de Nueva York 2,16 (1,13-4,14) 0,02 0,08
Medicacién En tratamiento con ACI o ARB 0,48 (0,21-1,09) 0,08 -
En tra_tgmlento con diuréticos con 1,48 (0,69-3,15) 031 i
accion sobre el asa de Henle
En tratamiento con espironolactona 0,59 (0,25-1,40) 0,23 -
En tratamiento con betablogueantes 0,29 (0,14-0,63) 0,002 0,01
En tratamiento con amiodarona 0,81 (0,31-2,15) 0,68 -
En tratamiento con estatinas 0,53 (0,22-1,25) 0,14 -
ECG de 12 . Lo .
derivaciones Presencia de fibrilacién auricular 1,06 (0,45-2,50) 0,90 -
Bloqueo de rama izquierda 0,93 (0,42-2,06) 0,85 -
Ecocardiografia Diametro diastolico final LV mm 1,02 (0,98-1,05) 0,32 -
Fraccion de eyeccion LV, % 0,99 (0,95-1,02) 0,42 -
Quimica clinica Hemoglobina g/l 1,02 (0,99-1,04) 0,27 -
Potasio, mmol/l 0,71 (0,30 1,68) 0,43 -
Magnesio, mmol/l 0,24 (0,002 27,08) 0,55 -
Aclaramiento de creatinina (ml/min) 0,99 (0,98-1,01) 0,59 -
Pro-endotelina-1 C-terminal, pmol/l 1,03 (1,01-1,04) < 0,001 0,02
Péptido natriurético tipo, B pg/ml 1,001 (1,000-1,002) 0,19 -

Razones de riesgo para el criterio de valoracion primario (primer acontecimiento taquiarritmico maligno) durante 60

meses de seguimiento (n = 123; LV, ventricular izquierda; ICD, cardioversor-desfibrilador implantable)
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro para la estratificacion de riesgo para la aparicion de taquiarritmias malignas para un
paciente que presenta una cardiopatia que comprende:

- determinar el nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos en una
muestra obtenida de un paciente.

2. Procedimiento in vitro segun la reivindicacion 1, en el que dicho nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma
de por lo menos 12 aminoéacidos se correlaciona con el riesgo de taquiarritmias malignas que requieren la
implantacion de un cardioversor-desfibrilador implantable (ICD) y/o una terapia hibrida antiarritmica.

3. Procedimiento in vitro segun la reivindicacién 2, para la prevencion primaria de la muerte subita arritmica.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 2 o 3, en el que dicha etapa de correlacion comprende comparar dicho
nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos con un nivel umbral, encéntrandose
asi, cuando dicho nivel de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos o fragmentos de
la misma supera dicho nivel umbral, dicho paciente en alto riesgo de taquiarritmia.

5. Procedimiento segun la reivindicacion 4, en el que dicho nivel umbral estd en aproximadamente 73 +/- 20%
pmol/l.

6. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-5, en el que la cardiopatia es la insuficiencia cardiaca de etiologia o
bien isquémica o bien no isquémica.

7. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-6, en el que los pacientes presentan una fraccion de eyeccion LV <
45%.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 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 cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas combinar dicho nivel
de CT-proET-1 o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos con el nivel/estado de uno o mas
marcadores, parametros o factores de pronéstico adicionales, aumentando asi la combinacién de dicho nivel de CT-
proET-1 o fragmentos de la misma de por lo menos 12 aminoacidos con dicho nivel/estado de marcador(es),
parametro(s) o factor(es) de prondstico adicional(es) el valor predictivo para el riesgo de dicho procedimiento.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que el marcador, parametro o factor de pronéstico adicional se
selecciona de entre un grupo que comprende todos los parametros enumerados en la tabla 2, que muestran un p <
0,05 en el andlisis de una sola variable o de mudltiples variables, siendo asi el BNP Unicamente un ejemplo para
proBNP o fragmentos del mismo de por lo menos 12 aminoacidos que incluyen BNP o NT-proBNP.

11. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho nivel de HCT-proET-1 o fragmentos de la
misma de por lo menos 12 aminoacidos se mide con un inmunoensayo de tipo sandwich.
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