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57  Resumen:
Método para la valoración de riesgo cardiovascular no
clásico mediante la detección de autoanticuerpos anti-
lipoproteínas de alta densidad, inmunosensor y kit
para su aplicación. El método comprende poner en
contacto una muestra del sujeto con partículas de
HDL humanas en condiciones tales que pueda
producirse una unión específica antígeno-anticuerpo
detectable, y estratificar el riesgo cardiovascular del
sujeto comparando el resultado obtenido en el
análisis de la muestra con los obtenidos en la
población sana.
La invención resulta de aplicación en los sectores de
la biotecnología y la farmacia y en el de la medicina y
el diagnóstico clínico, y más concretamente en la
valoración de riesgo cardiovascular para prevenir
enfermedades mediante el uso de biomarcadores en
diferentes grupos de pacientes.



  

VALORACION DE RIESGO CARDIOVASCULAR NO 

CLASICO MEDIANTE LA DETECCION DE AUTOANTICUERPOS ANTI-

LIPOPROTE1NAS DE ALTA DENSIDAD, INMUNOSENSOR Y MT PARA 

SU APLICACION  

5 La presente invencion se refiere a un metodo para la valoracion de riesgo 

cardiovascular y a un kit para realizar dicha valoracion. En particular, se refiere a un 

metodo de determinaci6n de riesgo cardiovascular no asociado a los factores clasicos 

mediante la cuantificacion de los niveles de autoanticuerpos frente a las lipoproteinas 

de alta densidad (HDL). La invencion incluye tambien un inmunosensor y un kit para 

10 la cuantificacion de los anti-HDL en muestras de sangre, suero o plasma. La presencia 

de estos autoanticuerpos se asocia a una alteraciOn de las HDL y a un aumento en 

diferentes mediadores implicados en respuestas inflamatorias proaterogenicas que no 

pueden ser detectados por los metodos disponibles actualmente para valorar el riesgo 

cardiovascular pero que son de relevancia para su correcta valoracion. 

15 La invencion resulta de aplicaciOn en los sectores de la biotecnologia y la 

farmacia y en el de la medicina y el diagnostic° clinico, y mas concretamente en la 

valoracion de riesgo cardiovascular para prevenir enfermedades mediante el uso de 

biomarcadores en diferentes grupos de pacientes. 

20 ESTADO DE LA TECNICA 

Enfermedad cardiovascular y aterosclerosis.  

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en paises 

occidentales y se estima que pueda llegar a ser la principal causa de muerte a nivel 

global en las proximas decadas. Asimismo, en terminos comunitarios, la enfermedad 

25 cardiovascular implica elevados costes para los sistemas nacionales de salud y es 

causa de importantes perdidas economicas y baja productividad laboral. Las 

principales presentaciones clinicas de la enfermedad cardiovascular son la enfermedad 

isquemica (infarto de miocardio y angina de pecho), accidentes cerebrovasculares 
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(ictus isquemico, no isquemico y ataques isquemicos transitorios) y enfermedad 

arterial periferica. 

En lineas generales, la enfermedad cardiovascular tiene su origen en el 

desarrollo de placas ateroscleroticas en la pared de los vasos sanguineos, que conlleva 

5 un aumento de espesor de la capa mas interna del vaso (o capa intima), el cual 

condiciona la correcta circulaciOn del flujo sanguineo a su traves. El crecimiento de la 

placa aterosclerotica puede llegar a obstruir completamente el vaso sanguineo, o bien 

esta puede transformarse en una placa inestable, susceptible de separarse de la pared 

del vaso en que se origina y provocar asi la oclusion de un vaso de menor calibre 

10 (enfermedad tromboembolica). La formacion de la placa aterosclerotica es un proceso 

dinamico, dependiendo su progresion de los factores de riesgo asociados y el periodo 

de exposicion a los mismos y de la carga genetica. 

Estratificacion del riesgo cardiovascular.  

Habida cuenta de la importancia de la enfermedad cardiovascular en terminos 

15 demograficos y economicos, resulta imprescindible contar con herramientas que 

permitan una valoracion del riesgo cardiovascular, esto es, una valoracion de la 

probabilidad que tiene un individuo de padecer un evento cardiovascular en un 

periodo de tiempo dado, normalmente fijado por consenso en 10 ailos. El objetivo 

ultimo de los algoritmos de estratificacion de riesgo cardiovascular es la toma de 

20 decisiones en el ambito clinico, de forma que los pacientes puedan ser sometidos a 

intervenciones de prevencion primaria y secundaria con el objetivo de reducir su 

riesgo cardiovascular. 

En los iiltimos afios, se han producido avances en el campo de la prevencion de 

la enfermedad cardiovascular, si bien, paradojicamente, la incidencia de esta continua 

25 en aumento. El mejor conocimiento del papel de los factores de riesgo y su 

interrelaciOn ha llevado a un cambio en el paradigma del estudio del riesgo 

cardiovascular, pasando los factores de riesgo de ser estudiados de forma individual a 

ser considerados de forma conjunta bajo el concepto de "riesgo global", el cual 

proporciona una fuerza predictiva de mayor valor que cualquier factor de forma 

30 independiente (Grundy, et al. (1998) "Primary prevention of coronary heart disease: 
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guidance from Framingham: a statement for healthcare professionals from the AHA 

Task Force on Risk Reduction". American Heart Association. Circulation, 97, 1876- 

1887; Jackson, (2000) "Guidelines on preventing cardiovascular disease in clinical 

practice." BMJ, 320, 659-661; Pearson, et al. (2003) "Markers of inflammation and 

5 cardiovascular disease: application to clinical and public health practice: A statement 

for healthcare professionals from the Centers for Disease Control and Prevention and 

the American Heart Association." Circulation, 107, 499-511; Pyorala, et al. (1994) 

"Prevention of coronary heart disease in clinical practice. Recommendations of the 

Task Force of the European Society of Cardiology, European Atherosclerosis Society 

10 and European Society of Hypertension." Eur. Heart J , 15, 1300-1331). 

Los algoritmos actuales para la valoracion del riesgo cardiovascular global se 

basan en la presencia y grado de diferentes factores clasicos de riesgo cardiovascular, 

como son la edad, el genero, la hipertension, las dislipemias, la diabetes, la obesidad y 

el habit° tabaquico. Sin embargo, la valoracion cuantitativa y cualitativa de cada uno 

15 de estos factores de riesgo varia dependiendo de la escala utilizada. El mas conocido 

de estos algoritmos es la escala de Framingham (Framingham Risk Score) y su 

sistema de puntuacion se deriva de ecuaciones extraidas a partir de un estudio 

prospectivo a 10 y 30 afios en poblacion norteamericana (Wilson, et al. (1998) 

"Prediction of coronary heart disease using risk factor categories." Circulation, 97, 

20 1837-1847; Dawber, et al. (1962) "The epidemiology of coronary heart disease—the 

Framingham enquiry." Proc. R. So c . Med. , 55, 265-271). No obstante, esta escala parece 

no proporcionar resultados adecuados en poblacion europea y otras poblaciones no 

norteamericanas, precisamente por estar inferida de una poblacion distinta. Por este 

motivo, se desarrollO de forma paralela un sistema de valoraciem ajustado para 

25 poblaciOn europea, denominado escala SCORE (Systematic Coronary Risk 

Evaluation) (Conroy, et al. (2003) "Estimation of ten-year risk of fatal cardiovascular 

disease in Europe: the SCORE project." Eur.Heart j , 24, 987-1003). Del mismo 

modo, si bien este sistema esta calibrado para la poblacion europea, parece 

sobreestimar el riesgo cardiovascular global en poblaciones mediterraneas, 

30 caracterizadas por una mayor prevalencia de factores de riesgo junto con una menor 

incidencia de enfermedad cardiovascular. Estas observaciones condujeron al 

desarrollo de otra escala de valoracion, derivada de una modificacion de la escala de 
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Framingham y calibrada para la poblacion espariola, denominada REGICOR (Registre 

Geroni del Cor) (Ramos, et al. (2003) "Comparison of population coronary heart 

disease risk estimated by the Framingham original and REGICOR calibrated 

functions." Med Clin. (Barc.) , 121, 521-526). 

5 La correspondencia entre las diferentes escalas ha sido y es actualmente 

motivo de debate. Ademas de las diferencias debidas a las diferentes poblaciones 

estudiadas (D'Agostino, et al. (2001) "Validation of the Framingham coronary heart 

disease prediction scores: results of a multiple ethnic groups investigation." JAMA , 

286, 180-187; Hense, et al. (2003) "Framingham risk function overestimates risk of 

10 coronary heart disease in men and women from Germany--results from the MONICA 

Augsburg and the PROCAM cohorts." Eur.Heart 1 , 24, 937-945; Pyorala, (2000) 

"Assessment of coronary heart disease risk in populations with different levels of 

risk." Eur.Heart 1 , 21, 348-350), existen importantes diferencias en cuanto a la 

variable estudiada (Conroy, et al. (2003) "Estimation of ten-year risk of fatal 

15 cardiovascular disease in Europe: the SCORE project." Eur.Heart 1 , 24, 987-1003), 

en tanto que la escala de Framingham evahla riesgo de desarrollo de enfermedad 

cardiovascular no fatal, cifiendose unicamente a la enfermedad coronaria; mientras 

que la escala SCORE se basa en mortalidad cardiovascular debida a enfermedad 

cardiovascular general (Conroy, et al. (2003) "Estimation of ten-year risk of fatal 

20 cardiovascular disease in Europe: the SCORE project." Eur.Heart 1 , 24, 987-1003; 

Wilson, et al. (1998) "Prediction of coronary heart disease using risk factor 

categories." Circulation, 97, 1837-1847). Por otro lado, el numero total de factores de 

riesgo tenidos en cuenta, asi como su valoracion relativa para el calculo del riesgo 

global, es diferente en cada una de las escalas. Otra limitacien de estos algoritmos, 

25 presumiblemente derivada de lo anterior, es que los puntos de corte para la 

estratificacion del riesgo de los individuos, especialmente aquellos con riesgo alto, 

difieren con la escala utilizada. Estas limitaciones conllevan que, si bien las tablas 

pueden estratificar bien el riesgo a escala poblacional, este puede no corresponderse 

correctamente con el riesgo real de una persona concreta, lo cual dificulta 

30 sobremanera su uso directo en el ambito clinico. 
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De forma similar, durante la Altima decada, y gracias al progreso de las 

tecnicas de imagen, se han desurollado nuevos metodos para la valoracion de riesgo 

cardiovascular mediante el uso de la ecografia tipo Doppler que permite la medici6n 

del grosor de las capas intima y media en las arterias de mayor calibre. Esta medida 

5 puede ser considerada como un marcador subrogado de desarrollo aterosclerotico en 

su fase subclinica y, por tanto, un marcador de riesgo cardiovascular (Simon et al. 

(2002) "Intima-media thickness: a new tool for diagnosis and treatment of 

cardiovascular risk." J Hypertens 20: 159-169). Si bien se trata de una tecnica poco 

invasiva, requiere una alta especializaciOn por parte del personal clinico, depende de 

10 una tecnologia de alto coste y que solo existe en determinados centros de referencia y 

resulta compleja de estandarizar. Por todo ello su uso en rutina como metodo de 

estratificacion de riesgo cardiovascular no resulta, en la actualidad, una opcion real. 

Por ultimo, son varios los estudios que sefialan que una proporcion relevante 

de pacientes con enfermedad cardiovascular no presenta factores clasicos de riesgo 

15 (Budoff, (2012) "Screening for Ischemic Heart Disease with Cardiac CT: Current 

Recommendations." Scientifica. (Cairo.) , 2012, 812046; Oh, et al. (2010) "Carotid 

plaque in absence of traditional and non-traditional cardiovascular risk factors." 

Int.J. Cardiol. , 143, e57-e59), asi como que el control de los factores clasicos no se 

traduce consistentemente en un menor riesgo cardiovascular real en las poblaciones 

20 estudiadas (Ford, et al. (2009) "Trends in the prevalence of low risk factor burden for 

cardiovascular disease among United States adults." Circulation, 120, 1181-1188; 

Kotseva, et al. (2009) "Cardiovascular prevention guidelines in daily practice: a 

comparison of EUROASPIRE I, II, and III surveys in eight European countries." 

Lancet, 373, 929-940). Del mismo modo, son muchos los estudios que sugieren la 

25 relevancia de otros factores de riesgo cardiovascular que no estan recogidos dentro de 

los llamados factores clasicos (Bianchi, et al. (2007) "Non-traditional cardiovascular 

risk factors contribute to peripheral arterial disease in patients with type 2 diabetes." 

Diabetes Res. Clin. Pract , 78, 246-253; MeIsom, et al. (2015) "Estimated GFR Is 

Biased by Non-Traditional Cardiovascular Risk Factors." Am.J.Nephrol. , 41, 7-15; 

30 Muntner, et al. (2004) "Prevalence of non-traditional cardiovascular disease risk 

factors among persons with impaired fasting glucose, impaired glucose tolerance, 

diabetes, and the metabolic syndrome: analysis of the Third National Health and 
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Nutrition Examination Survey (NHANES III)." Ann.EpidemioL , 14, 686-695; Yao, et 

al. (2004) "Traditional and non-traditional risk factors as contributors to 

atherosclerotic cardiovascular disease in end-stage renal disease." 

ScandJ. UroLNephroL , 38, 405-416). Estos factores, denominados conjuntamente "no 

5 clasicos", son muy variados y se encuentran ligados a respuestas de tipo inflamatorio 

en mayor o menor grado. 

En este punto, cabe destacar que si bien ya en la decada de los afios 70 se habia 

sugerido que el proceso aterogenico se originaba por una acumulacion y modificacion 

de lipoproteinas sobre la pared vascular en un proceso mediado por diferentes 

10 mediadores proinflamatorios (Ross, et al. (1973) "Atherosclerosis and the arterial 

smooth muscle cell: Proliferation of smooth muscle is a key event in the genesis of the 

lesions of atherosclerosis." Science, 180, 1332-1339; Ross, et al. (1976) "The 

pathogenesis of atherosclerosis (first of two parts)." /V. Engl.J.Med. , 295, 369-377), la 

contribuci6n de estos Altimos permanecio practicamente ignorada durante casi dos 

15 decadas en detrimento de los factores clasicos. Sin embargo, el descubrimiento de que 

diferentes poblaciones leucocitarias (monocitos y linfocitos T) estaban presentes en la 

placa aterosclerotica de individuos sin patologias de base inmunitaria (Jonasson, et al. 

(1986) "Regional accumulations of T cells, macrophages, and smooth muscle cells in 

the human atherosclerotic plaque." Arteriosclerosis, 6, 131-138), asi como la 

20 evidencia de que tanto la inmunidad humoral como la celular juegan un papel en su 

progresi6n (Hansson, (2005) "Inflammation, atherosclerosis, and coronary artery 

disease." /V. Engl.J.Med. , 352, 1685-1695; Plutzky, (2001) "Inflammatory pathways in 

atherosclerosis and acute coronary syndromes." Am.J. Cardiol. , 88, 10K-15K; 

Shimizu, et al. (2006) "Inflammation and cellular immune responses in abdominal 

25 aortic aneurysms." Arterioscler. Thromb. Vasc. BioL , 26, 987-994), dan cuenta de un 

papel crucial de la inflamacion y la inmunidad en el desarrollo de la aterosclerosis, si 

bien los mecanismos exactos implicados en este proceso siguen sin conocerse. 

Asimismo, nuevos estudios apuntan a que los factores clasicos de riesgo 

cardiovascular podrian estar a su vez influidos por diferentes mecanismos 

30 inflamatorios (Libby, et al. (2002) "Inflammation and atherosclerosis." Circulation , 

105, 1135-1143). 
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Estas evidencias, junto con las dificultades para implementar los algoritmos de 

valoracion del riesgo cardiovascular basados unicamente en factores clasicos, resaltan 

la cada vez mas evidente necesidad de contar con nuevos factores no clasicos de 

riesgo cardiovascular. 

5 Factores no clasicos de riesgo cardiovascular.  

Una de las primeras evidencias de la relevancia de estos factores vino dada por 

varios estudios que proponian el uso de la Proteina C Reactiva (PCR) como marcador 

de riesgo cardiovascular, tanto en poblacion general como en diferentes estados 

patologicos (Cook, et al. (2006) "The effect of including C-reactive protein in 

10 cardiovascular risk prediction models for women." Ann. Intern.Med. , 145, 21-29; 

Kaptoge, et al. (2012) "C-reactive protein, fibrinogen, and cardiovascular disease 

prediction." N. Eng1.1Med. , 367, 1310-1320). Sin embargo, su uso directo como factor 

no clasico de riesgo cardiovascular no parece ser factible debido a su baja 

especificidad, las diferencias tecnicas y metodologicas en los ensayos de 

15 cuantificaciOn y la gran variabilidad interindividual de sus niveles, entre otros (Clark, 

et al. (1993) "Biological variation of acute phase proteins." Ann. Clin. Biochem. , 30 (Pt 

4), 373-376; Macy, et al. (1997) "Variability in the measurement of C-reactive protein 

in healthy subjects: implications for reference intervals and epidemiological 

applications." Clin. Chem. , 43, 52-58; Garcia-Moll, et al. (1999) "Ischemic 

20 cardiopathy: inflammation markers and the cardiovascular risk." Rev. Esp. Cardiol. , 52, 

990-1003). 

Por otro lado, se conoce que el riesgo cardiovascular esta incrementado en 

diversos estados patologicos, igualmente conectados con la inflamacion, como pueden 

ser enfermedades del sistema inmunitario (patologias autoinmunes e 

25 inmunodeficiencias), infecciones cronicas o enfermedades neoplasicas. Resulta 

importante tener en cuenta que la prevalencia de muchas de estas patologias se ha 

incrementado en los Altimos afios, por lo que su relevancia dentro de la salud 

comunitaria actual va en aumento. En el caso de las patologias de base inflamatoria, es 

especialmente clara la escasa eficacia de los algoritmos de valoraciOn del riesgo 

30 cardiovascular (del Rincon, et al. (2001) "High incidence of cardiovascular events in a 

rheumatoid arthritis cohort not explained by traditional cardiac risk factors." Arthritis 

ES 2 547 582 A1

 

8



 

Rheum. , 44, 2737-2745; Symmons, et al. (2011) "Epidemiology of CVD in rheumatic 

disease, with a focus on RA and SLE." Nat.Rev. Rheumatol. , 7, 399-408). En este 

sentido, cabe destacar el papel antiinflamatorio e inmunomodulador que recientemente 

se ha sugerido que pueden ejercer las lipoproteinas de alta densidad (HDL) presentes 

5 en la circulaciOn. 

El papel de las HDL como factor "ateroprotector" es conocido desde hace 

tiempo por su funci6n en el transporte reverso del colesterol (transporte desde los 

tejidos perifericos al higado). Del mismo modo, es bien conocido el papel de los 

niveles de las lipoproteinas HDL como marcadores en pacientes con diferentes tipos 

10 de dislipemias, por to que tradicionalmente se han incluido dentro de los factores 

clasicos de riesgo cardiovascular. Sin embargo, diferentes estudios ponen en evidencia 

que las lipoproteinas HDL tienen un papel mas alla del transporte del colesterol 

(Navab, et al. (2011) "HDL and cardiovascular disease: atherogenic and 

atheroprotective mechanisms." Nat. Rev. Cardiol. , 8, 222-232), puesto que son capaces 

15 de contrarrestar las respuestas pro-inflamatorias (Furlaneto, et al. (2002) 

"Apolipoproteins A-I and A-II downregulate neutrophil functions." Lipids, 37, 925- 

928; Hyka, et al. (2001) "Apolipoprotein A-I inhibits the production of interleukin-

lbeta and tumor necrosis factor-alpha by blocking contact-mediated activation of 

monocytes by T lymphocytes." Blood, 97, 2381-2389; Navab, et al. (1991) "Monocyte 

20 transmigration induced by modification of low density lipoprotein in cocultures of 

human aortic wall cells is due to induction of monocyte chemotactic protein 1 

synthesis and is abolished by high density lipoprotein." 1 Clin. Invest, 88, 2039-2046), 

asi como llevar a cabo diferentes papeles homeostaticos sobre el endotelio (Calabresi, 

et al. (2003) "Endothelial protection by high-density lipoproteins: from bench to 

25 bedside." Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. , 23, 1724-1731). De hecho, se sabe que las 

HDL pueden mediar en procesos fundamentales para la inmunidad innata y adaptativa 

como las respuestas de linfocitos T y B, la activacion de macrofagos o del sistema del 

complemento mediante la modulacion de la expresion de receptores y otras moleculas 

implicadas (Catapano, et al. (2014) "HDL in innate and adaptive immunity." 

30 Cardiovasc.Res. , 103, 372-383; Norata, et al. (2012) "Emerging role of high density 

lipoproteins as a player in the immune system." Atherosclerosis, 220, 11-21). 

Asimismo, tanto los niveles de HDL como sus funciones fisiologicas pueden estar 
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alterados en pacientes con diferentes patologias de base inmunitaria (Norata, et al. 

(2012) "Emerging role of high density lipoproteins as a player in the immune system." 

A therosclerosis , 220, 11-21; Robertson, et al. (2013) "Changes in lipid levels with 

inflammation and therapy in RA: a maturing paradigm." Nat. Rev.Rheumatol. , 9, 513- 

5 523), si bien los mecanismos subyacentes no estan claros. Por ultimo, se ha visto que 

la inclusion de los niveles de HDL de forma independiente en la escala SCORE 

mejora la estratificacion de riesgo cardiovascular (Cooney, et al. (2009) "How much 

does HDL cholesterol add to risk estimation? A report from the SCORE 

Investigators." Euri Cardiovasc.Prev. Rehabil. , 16, 304-314), especialmente en 

10 individuos con valores extremos de estas lipoproteinas. Por todo ello, aunque a priori 

resulte parad6jico, cualquier factor que sea capaz de modificar los niveles de las HDL 

podria ser incluido dentro de los factores no clasicos de riesgo cardiovascular. 

Autoanticuerpos frente a las lipoproteinas de alta densidad.  

Recientemente, algunos estudios han demostrado que el suero de determinados 

15 pacientes puede contener niveles de anticuerpos de isotipo IgG dirigidos frente a las 

HDL (anti-HDL IgG) , o frente a alguno de sus componentes como la apolipoproteina 

Apo Al, significativamente mayores que los presentes en controles sanos (O'Neill, et 

al. (2010) "Antibodies to apolipoprotein A-I, high-density lipoprotein, and C-reactive 

protein are associated with disease activity in patients with systemic lupus 

20 erythematosus." Arthritis Rheum. , 62, 845-854; Vuilleumier, et al. (2008) "Anti-

(apolipoprotein A-1) IgGs are associated with high levels of oxidized low-density 

lipoprotein in acute coronary syndrome." Clin. Sci. (Lond), 115, 25-33; Delgado, et al. 

(2002) "Antibodies to high-density lipoprotein and beta2-glycoprotein I are inversely 

correlated with paraoxonase activity in systemic lupus erythematosus and primary 

25 antiphospholipid syndrome." Arthritis Rheum. , 46, 2686-2694). La generacion de este 

tipo de anticuerpos frente a componentes del propio organism° (autoanticuerpos) 

requiere una respuesta inmune adaptativa especifica que puede darse en algunos 

individuos, normalmente en situaciones patologicas, como consecuencia del efecto de 

factores geneticos y/o ambientales. 

30 La presencia de autoanticuerpos anti-HDL fue inicialmente demostrada en 

pacientes de lupus eritematoso sistemico (Batuca, et al. (2009) "Anti-atherogenic and 
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anti-inflammatory properties of high-density lipoprotein are affected by specific 

antibodies in systemic lupus erythematosus." Rheumatology. (Oxford) , 48, 26-31; 

O'Neill, et al. (2010) "Antibodies to apolipoprotein A-I, high-density lipoprotein, and 

C-reactive protein are associated with disease activity in patients with systemic lupus 

5 erythematosus." Arthritis Rheum. , 62, 845-854; Delgado, et al. (2002) "Antibodies to 

high-density lipoprotein and beta2-glycoprotein I are inversely correlated with 

paraoxonase activity in systemic lupus erythematosus and primary antiphospholipid 

syndrome." Arthritis Rheum. , 46, 2686-2694), una enfermedad autoinmune sistemica 

en la que es frecuente desarrollar anticuerpos frente a una amplia variedad de 

10 moleculas propias. 

Sin embargo, ninguno de los trabajos publicados interfiere con lo propuesto 

como objeto de esta invencion, ya que en ellos no se determina la relacion de los 

autoanticuerpos anti-HDL con el riesgo cardiovascular. Por el contrario, estos trabajos 

ponen de manifiesto una asociaci6n de los autoanticuerpos anti-HDL con la actividad 

15 clinica, si bien no aclaran cual puede ser su papel o mecanismo en la patogenesis de la 

enfermedad o en el dailo vascular, elevado en esta patologia al igual que en otras 

condiciones autoinmunes. Por tanto, no existen evidencias que avalen la utilizacion de 

estos autoanticuerpos como factores de riesgo. 

Otro aspecto a resaltar es que los trabajos realizados hasta la fecha utilizan 

20 como variable de estudio el valor resultante de cuantificar los niveles de 

autoanticuerpos anti-HDL IgG en los sueros como porcentaje con respecto a una 

muestra control positivo, obviando que algunos valores pueden estar fuera del rango 

de linealidad. Por otra parte, tampoco se tienen en cuenta los niveles totales de IgG. 

Habida cuenta del papel de la inflamacion en la enfermedad cardiovascular en general, 

25 podria ocurfir que los pacientes con enfermedad cardiovascular exhiban, en mayor o 

menor grado, un estado de disregulacion inmunitaria, que podria traducirse en niveles 

sericos alterados de las IgG totales, lo cual podria explicar facilmente diferencias en 

los niveles de autoanticuerpos anti-HDL IgG, sin que esto fuese un efecto especifico 

sobre el riesgo cardiovascular y, por tanto, clinicamente relevante en este contexto. 

30 Este estado de disregulacion inmunitaria es especialmente relevante en individuos con 

una patologia concomitante de base inmunologica, como pueden ser trastornos 
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autoinmunes o inmunodeficiencias, asi como diferentes estados de inmunosupresion 

(patologica o inducida por farmacos). Como se ha mencionado anteriormente, el 

riesgo cardiovascular en estas patologias se encuentra incrementado, en terminos 

generales, y suponen, por tanto, un grupo poblacional con especial necesidad de 

5 nuevas herramientas para la evaluaciOn del riesgo cardiovascular asociado a factores 

no clasicos. 

En cuanto a la utilizacion de autoanticuerpos frente a componentes especificos 

de las particulas HDL como marcador de riesgo cardiovascular, algunos autores han 

analizado los anticuerpos anti-Apo Al (Vuilleumier, et al. (2008) "Anti-

10 (apolipoprotein A-1) IgGs are associated with high levels of oxidized low-density 

lipoprotein in acute coronary syndrome." Clin. Sci. (Lond) , 1 1 5 , 25-33;). Estos 

autoanticuerpos se han asociado exclusivamente con mayores niveles de oxidacion 

lipidica en pacientes con enfermedad cardiovascular, pero no con factores clasicos o 

no clasicos de riesgo cardiovascular. Por otra parte, es necesario tener en cuenta que 

15 las HDL cambian su composiciOn de forma significativa en respuesta a estimulos 

inflamatorios (Choy, et al. (2009) "Interpreting lipid levels in the context of high-

grade inflammatory states with a focus on rheumatoid arthritis: a challenge to 

conventional cardiovascular risk actions." Ann.Rheum.Dis. , 68, 460-469; Jamnitski, et 

al. (2013) "High-density lipoprotein profiling changes in patients with rheumatoid 

20 arthritis treated with tumor necrosis factor inhibitors: a cohort study." 1Rheumatol. , 

40, 825-830; Watanabe, et al. (2012) "Proteomic profiling following immunoaffinity 

capture of high-density lipoprotein: association of acute-phase proteins and 

complement factors with proinflammatory high-density lipoprotein in rheumatoid 

arthritis." Arthritis Rheum. , 64, 1828-1837), por lo cual un enfoque dirigido hacia un 

25 componente en particular no resultaria adecuado en vista a los posibles cambios de su 

frecuencia en situaciones patologicas. De hecho, la correspondencia entre anticuerpos 

anti-HDL y anti-Apo Al no es en absoluto alta, ya que se ha descrito que solo un 55% 

de los pacientes con anticuerpos anti-HDL presentan tambien anti-Apo Al, mientras 

que un 67% de los pacientes con anti-Apo Al mostraron tambien reactividad para 

30 anti-HDL (O'Neill, et al. (2010) "Antibodies to apolipoprotein A-I, high-density 

lipoprotein, and C-reactive protein are associated with disease activity in patients with 

systemic lupus erythematosus." Arthritis Rheum. , 62, 845-854), pese a ser Apo Al el 
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componente principal de las HDL en individuos sanos. Particularmente, el contenido 

en Apo Al es muy variable entre estados patologicos (Fisher, et al. (2012) "High-

density lipoprotein function, dysfunction, and reverse cholesterol transport." 

Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. , 32, 2813-2820; Hedrick, et al. (2000) "Glycation 

5 impairs high-density lipoprotein function." Diabetologia, 43, 312-320; Heinecke, 

(2009) "The HDL proteome: a marker--and perhaps mediator--of coronary artery 

disease." J. Lipid Res. , 50 Suppl, S167-S171; Zheng, et al. (2004) "Apolipoprotein A-I 

is a selective target for myeloperoxidase-catalyzed oxidation and functional 

impairment in subjects with cardiovascular disease." J. Clin. Invest, 114, 529-541), por 

10 lo que el uso de esta molecula como "diana" proveeria resultados presumiblemente 

incompletos, asi como dificiles de interpretar y comparar, ariadiendo un grado de 

dificultad mas a la valoracion individual del riesgo cardiovascular global entre 

diferentes grupos de pacientes. 

15 DESCRIPCION DE LA INVENCION 

La presente invencion se refiere a un metodo para la valoracion del riesgo 

cardiovascular no clasico mediante la deteccion de autoanticuerpos anti-HDL en 

sangre, suero o plasma, en donde los niveles elevados de estos autoanticuerpos son 

indicativos de mayor riesgo cardiovascular. La presencia de estos autoanticuerpos se 

20 relaciona con la presencia de una disfuncion a nivel de las HDL, que conlleva la 

perdida de sus funciones protectoras, dando lugar a un aumento en el riesgo 

cardiovascular global debido a los factores no clasicos, ligados a inflamacion y/o 

alteraciones de la inmunidad. Este riesgo cardiovascular no puede ser cuantificado por 

ninguna de las escalas actualmente disponibles y no existen otros marcadores clinicos 

25 que aborden esta problematica. La invencion tambien se refiere a un inmunosensor y a 

un kit para la valoraciOn del riesgo cardiovascular no clasico mediante la deteccion de 

autoanticuerpos . 

En una de las realizaciones del metodo de la invencion, ademas comprende la 

cuantificacion en el suero de los niveles de estos autoanticuerpos mediante una tecnica 

30 de inmunoensayo, en la que se incluye una curva de calibracion que permite una 
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cuantificacion absoluta dentro del rango de linealidad del ensayo. El resultado de esta 

cuantificacion permite clasificar a los pacientes en funcion de sus niveles siguiendo un 

criterio objetivo, proporcionando una indicacion clinica inmediata de gran utilidad 

para la toma de decisiones en el ambito clinico. 

5 En tanto que estos autoanticuerpos pueden estar ligados a respuestas 

inflamatorias y, por tanto, a estados de disregulacion inmunitaria, el metodo de esta 

invencion puede incluir tambien un paso de relativizacion o correccion de los niveles 

absolutos de estos autoanticuerpos mediante los niveles sericos de IgG total, con el 

objeto de facilitar la comparacion interindividual y estandarizar la variable a estudio a 

10 nivel poblacional. 

El metodo de la presente invencion puede ser llevado a cabo mediante la 

utilizacion de un inmunosensor que comprenda particulas de HDL humanas 

inmovilizadas capaces de unir los anticuerpos anti-HDL de una muestra de sangre, 

suero o plasma. 

15 Asimismo, el metodo de la presente invenciOn puede ser llevado a cabo 

mediante la utilizacion de un set de reactivos (kit) que comprenda particulas de HDL 

humanas inmovilizadas en una placa para inmunoensayo, por ejemplo del tipo ELISA, 

y todos los reactivos necesarios para realizar la cuantificacion de los autoanticuerpos 

mediante este metodo. 

20 A efectos de la presente invencion y su descripciOn, se definen a continuacion 

algunos conceptos utilizados que pueden ser desconocidos para un experto en la 

materia o utilizados de una forma poco conocida o diferente de la habitual: 

• Enfermedad cardiovascular: se refiere conjuntamente a la condicion clinica de 

un individuo que haya sufrido alguna de las siguientes presentaciones clinicas: 

25 enfermedad isquemica (infarto de miocardio y angina de pecho), accidentes 

cerebrovasculares (ictus isquemico, no isquemico y ataques isquemicos 

transitorios) o enfermedad arterial periferica. 

• Riesgo cardiovascular: se refiere a la probabilidad de un individuo de padecer 

una enfermedad cardiovascular en un tiempo dado. 
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• Factor de riesgo cardiovascular: se refiere a toda aquella condicion que 

incremente la probabilidad de que un sujeto experimente una enfermedad 

cardiovascular respecto a la probabilidad existente en la poblacion no expuesta a 

dicha condicion. 

5 • Factor no clasico de riesgo cardiovascular: se refiere a aquellos factores de 

riesgo cardiovascular que no pueden ser considerados como clasicos 

(hipertension, diabetes, obesidad, dislipemia y tabaquismo). 

• Riesgo cardiovascular no clasico: se refiere a la parte de riesgo cardiovascular 

de un individuo que es explicada o es causada por la presencia de factores no 

10 clasicos de riesgo cardiovascular. 

• Lipoproteinas: se refiere a las biomoleculas formadas por un nitcleo lipidico 

(hidrofobico) compuesto por esteres de colesterol y por trigliceridos, y 

recubierto por una capa hidrofilica de proteinas (apoproteinas) y fosfolipidos. 

• Lipoproteinas HDL: se refiere a las lipoproteinas de mas alta densidad, cuya 

15 funci6n biologica consiste en el transporte de moleculas de colesterol desde los 

tejidos perifericos hasta el higado. 

• Anticuerpo: se refiere a las moleculas de inmunoglobulina con capacidad para 

llevar a cabo un reconocimiento especifico de regiones concretas (epitopos) de 

otras moleculas (antigenos). 

20 • Autoanticuerpo: se refiere a todos aquellos anticuerpos que reconocen epitopos 

de moleculas propias del organismo en el que aquellos son producidos. 

• Inmunocomplejo: se refiere al complejo molecular formado tras la union 

especifica de un anticuerpo a un antigeno. 

• Inmunoensayo: se refiere a la tecnica analitica que se basa en la formacion y 

25 deteccion de inmunocomplejos. 

• ELISA: se refiere a un tipo especial de inmunoensayo en fase solida cuya 

caracteristica diferencial reside en que el revelado de la tecnica se basa en 

metodos enzimaticos. 

Un objeto de esta invencion es por tanto un metodo para la valoraciOn del 

30 riesgo cardiovascular no clasico mediante la deteccion de autoanticuerpos que 

comprende las siguientes etapas: 
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a) Poner en contacto una muestra de sangre, suero o plasma del sujeto con 

particulas de HDL humanas en condiciones tales que pueda producirse una 

union especifica antigeno-anticuerpo detectable por cualquier metodo. 

b) Estratificar el riesgo cardiovascular del sujeto comparando el resultado 

obtenido en el analisis de la muestra anterior con los obtenidos en la 

poblacion sana. 

En una realizacion preferida, las particulas de HDL de la etapa a) son 

purificadas de muestras humanas. 

En otra realizacion preferida, las particulas de HDL de la etapa a) se obtienen 

10 por procedimientos sinteticos. 

En otra realizacion preferida, las particulas de HDL de la etapa a) estan unidas 

a un soporte solid° que permite la retencion de los inmunocomplejos HDL/anti-HDL. 

En una realizacion mas preferida, el soporte solid° es una placa para 

inmunoensayo de tipo ELISA. 

15 En una realizacion especifica, la detecci6n de la union especifica antigeno-

anticuerpo de la etapa a) se realiza utilizando anticuerpos anti-inmunoglobulinas 

humanas unidos a un marcador cualquiera que permita su revelado a partir de un 

agente especifico para dicho marcador. En una realizacion mas especifica, el marcador 

unido a los anticuerpos anti-inmunoglobulinas humanas es un enzima y el agente 

20 especifico es un sustrato. En otra realizacion mas especifica, los anticuerpos anti-

inmunoglobulinas humanas tienen reactividad especifica frente a la inmunoglobulina 

G (IgG) humana. 

En una realizacion especifica del metodo general, o mas especifica del metodo 

en el que la detecciOn de la etapa a) se realiza utilizando anticuerpos anti-

25 inmunoglobulinas humanas, este ademas comprende una etapa para la cuantificacion  

absoluta de anticuerpos anti-HDL mediante la utilizacion de una curva de calibracion. 

En una realizacion mas especifica, ademas de la etapa de cuantificaciOn comprende la 

correccion de los niveles de autoanticuerpos anti-HDL con los niveles de IgG total en 

la misma muestra. 
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En una realizacion preferida del metodo en cualquiera de sus realizaciones, el 

metodo ademas comprende la clasificacion del sujeto segOn su riesgo cardiovascular 

no clasico mediante la comparaci6n del resultado obtenido con los valores de 

referencia de la misma poblacion obtenidos siguiendo el mismo procedimiento. 

5 Otro objeto de esta invencion es un inmunosensor para la valoracion del riesgo 

cardiovascular no clasico mediante la deteccion de autoanticuerpos anti-HDL. El 

inmunosensor de la invencion comprende: 

— Moleculas de HDL humanas inmovilizadas en una fase solida acoplada a un 

sensor que detecta un cambio fisico y/o quimico tras la union especifica de los 

10 anticuerpos anti-HDL de una muestra de sangre, suero o plasma de un sujeto. 

— Unos medios de conversion que convierten la deteccion anterior en una serial 

electrica cuantificable y procesable por unos medios de procesamiento de 

seriales. 

En una realizacion preferida, la serial electrica es proporcional a la cantidad de 

15 anticuerpos anti-HDL de la muestra. 

Otro objeto de esta invencion es un kit para la valoracion del riesgo 

cardiovascular no clasico mediante la deteccion de autoanticuerpos que comprende, al 

menos, particulas de HDL inmovilizadas sobre un soporte solido en condiciones tales 

que pueda producirse una union especifica antigeno-anticuerpo detectable. En una 

20 realizacion preferida, el soporte solid° es una placa para inmunoensayo de tipo 

ELISA. 

En otra realizacion preferida del kit, los anticuerpos anti-inmunoglobulinas  

humanas tienen reactividad especifica frente a la inmunoglobulina G (IgG) humana. 

En otra realizacion preferida, el kit ademas comprende un reactivo estandar 

25 para confeccionar una curva de calibraciOn que permita la cuantificacion absoluta de 

autoanticuerpos anti-HDL dentro del rango de linealidad del inmunoensayo. 

La invencion proporciona un metodo para la valoracion del riesgo 

cardiovascular y un inmunosensor y un kit para llevar a cabo esa valoracion. 
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En la actualidad, los anticuerpos anti-HDL no se consideran factores de riesgo 

cardiovascular ya que su papel en este sentido no se encuentra reportado en la 

literatura. Los datos aportados en esta memoria de invencion, por tanto, pueden ser los 

primeros en mostrar el papel de estos autoanticuerpos en el riesgo cardiovascular. Por 

5 otro lado, la consideracion de estos autoanticuerpos como un factor de riesgo 

cardiovascular no clasico constituye una novedad atiadida, sin precedentes en el 

campo de estudio, ya que no resulta obvio pensar que la valoracion del riesgo 

cardiovascular no clasico pueda ser determinada en relacion a un componente 

implicado en los factores clasicos, como son las lipoproteinas HDL. 

10 Tanto el metodo como el inmunosensor y el kit de la presente invencion 

permiten obtener informacion adicional sobre factores (no clasicos) asociados al 

riesgo cardiovascular, aportando datos clinicos no disponibles con los metodos de 

determinacion de riesgo cardiovascular desarrollados hasta la fecha. Los factores no 

clasicos de riesgo cardiovascular son muy variados y se encuentran ligados, en mayor 

15 o menor grado, a respuestas de tipo inflamatorio. En concreto, este metodo permite 

obtener informaciOn del estado inflamatorio, dada la asociaciOn de los niveles de los 

anticuerpos anti-HDL con diferentes mediadores pro-inflamatorios, asi como de las 

alteraciones de la inmunidad, responsables del desarrollo de autoanticuerpos. 

Los resultados obtenidos aplicando la invencion son totalmente independientes 

20 de los factores clasicos de riesgo cardiovascular, permitiendo una aproximacion 

novedosa de la valoracion del riesgo. Los algoritmos actuales para la valoracion del 

riesgo cardiovascular global se basan en la presencia y grado de los diferentes factores 

clasicos, lo que limita su alcance clinico ya que una proporciOn relevante de pacientes 

con enfermedad cardiovascular no presenta estos factores. Ademas, el control de los 

25 factores clasicos no se traduce consistentemente en un menor riesgo cardiovascular 

real en las poblaciones estudiadas, lo que implica la relevancia de otros factores de 

riesgo. 

En el caso de las patologias de base inflamatoria o autoinmune, el metodo, el 

inmunosensor y el kit que se reivindican proporcionan no solo una valoracion del 

30 riesgo cardiovascular sino tambien del estado inflamatorio y la actividad de la 

enfermedad, directamente asociados a los niveles de estos autoanticuerpos. En estas 
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situaciones es especialmente preocupante la escasa eficacia de los algoritmos 

conocidos de valoracion del riesgo cardiovascular, ya que este esta significativamente 

incrementado probablemente debido al papel crucial de la inflamacion y la inmunidad 

en el desarrollo de la enfermedad, si bien los mecanismos exactos implicados en este 

5 proceso no son conocidos. 

Otra contribucion de cualquiera de los aspectos de la invencion descritos es 

que se enfocan hacia la deteccion de autoanticuerpos dirigidos frente a cualquiera de 

los epitopos contenidos en las particulas de HDL humanas. Los anticuerpos frente a 

uno de sus componentes, Apo Al, se han asociado con mayores niveles de oxidacion 

10 lipidica en pacientes con enfermedad cardiovascular, aunque no con factores clasicos 

o no clasicos de riesgo cardiovascular. Sin embargo, el estudio de anticuerpos frente a 

un componente en particular no resultaria adecuado debido a los cambios en la 

composici6n de las HDL en situaciones inflamatorias. El presente enfoque permite 

obtener mayor informacion que el dirigido hacia solo un epitopo de las HDL y permite 

15 la comparacion de los resultados entre diferentes condiciones patologicas, donde los 

niveles de alguno de los epitopos se encuentren alterados, y por tanto, resulta aplicable 

a diferentes grupos de pacientes. 

Por otro lado, tanto el metodo como el kit reivindicados en el presente 

documento se caracterizan, entre otros aspectos, por su relativa sencillez tanto a nivel 

20 tecnico como clinico en comparacion con otras tecnicas conocidas. 

A nivel tecnico, su desarrollo procedimental se puede realizar de forma similar 

a cualquier procedimiento de inmunoensayo de rutina, como los que se vienen 

realizando para multitud de determinaciones clinicas en el ambito asistencial. Este 

hecho proporciona la ventaja de que puede ser facilmente implementable y 

25 automatizable en laboratorios de rutina clinica, al contrario de lo que ocurre con la 

ecografia tipo Doppler que determina el grosor de las capas intima y media en las 

arterias de mayor calibre. Esta medida puede ser considerada como un marcador 

subrogado de desarrollo aterosclerotico en su fase subclinica y, por tanto, un marcador 

de riesgo cardiovascular, pero requiere una tecnologia de alto coste, presente 

30 actualmente solo en determinados centros de referencia y que resulta compleja de 

estandarizar, ademas de necesitar de personal con entrenamiento experto en esta 
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tecnologia especifica. Asimismo, la realizaciOn del metodo de la presente invencion a 

traves de un inmunosensor proporciona considerables ventajas adicionales, como son 

su miniaturizaciOn, portabilidad y su independencia de grandes infraestructuras y 

procesos de implementacion, lo que permite llevar a cabo todos los procedimientos de 

5 forma sencilla y fuera del laboratorio clinico. 

Por otro lado, la inclusion de una curva de calibracion en una de las 

realizaciones de la invencion permite la cuantificaciOn absoluta de los autoanticuerpos 

anti-HDL y solventar el problema de que algunos valores puedan estar fuera del rango 

de linealidad. 

10 Ademas, la correccion con los niveles totales de IgG, segiin otra de las 

realizaciones preferidas de la invencion, permite tener en cuenta el estado de 

disregulacion inmunitaria, que podria traducirse en niveles sericos alterados de las IgG 

totales. 

La estandarizacion clinica para los valores de referencia del metodo, que 

15 permiten la estratificacion del nivel de riesgo, se realiza a partir de los valores 

hallados en individuos sanos de la misma poblacion, lo cual es especialmente 

ventajoso debido a la simplicidad del procedimiento y la facilidad para la obtencion 

del material de referencia. Asimismo, se evitarian sesgos interpoblacionales debidos a 

factores geneticos o ambientales. 

20 Por i.iiltimo, las determinaciones segfin este metodo son realizadas a partir de 

sangre, suero o plasma, una muestra biologica de facil obtencion, por metodos no 

invasivos y que no requiere estandarizaci6n de la fase preclinica. 

La invenciOn resulta de aplicacion en aquellos sectores en los que sea 

necesario cuantificar y valorar el riesgo cardiovascular, como por ejemplo en el 

25 ambito clinico para la valoraciOn del riesgo cardiovascular no clasico en diferentes 

tipos de pacientes mediante la determinacion de autoanticuerpos anti-HDL IgG en 

muestras de suero o plasma utilizando el metodo y kit propuestos, que pueden ser 

desarrollados por las compathas farmaceuticas que comercializan kits para la 

determinacion de anticuerpos y otras moleculas de uso clinico y diagnostic°. 

30 
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS 

La figura 1 representa el analisis de la capacidad de discriminacion de la 

estratificacion de pacientes segiin los niveles de autoanticuerpos anti-HDL para la 

identificacion de enfermedad cardiovascular, mediante analisis de area bajo la curva 

5 COR. La curva se realizo empleando el criterio de punto de corte establecido en el 

Ejemplo 3 para la estratificacion de pacientes en anti-HDLI' y anti-HDLIligh.  

El eje de ordenadas se corresponde con la sensibilidad (S), mientras que en el eje 

de abscisas de muestra el valor de 1-Especificidad (1-E) para los diferentes valores del 

sistema de estratificacion. 

10 Tal y como se puede observar, los datos del analisis indican que el metodo 

proporciona una aceptable capacidad de discriminacion para la presencia de 

enfermedad cardiovascular. 

EXPLICACION DE UNA FORMA DE REALIZACION PREFERENTE 

15 Para una mejor comprension de la presente invencion, se expone la valoraciOn 

del riesgo cardiovascular no clasico en los siguientes ejemplos de realizaciOn 

preferente descritos en detalle, que deben entenderse sin caracter limitativo del 

alcance de la invencion. 

Poblaciones a estudio.  

20 Debido a la heterogeneidad del riesgo cardiovascular total en diferentes grupos 

de poblaciones, se seleccionaron tres grupos de sujetos con diferente implicacion de 

factores clasicos y no clasicos. 

• Grupo control (C): se seleccionaron 131 individuos sanos, no relacionados, 

procedentes de la poblacion general. Este grupo poblacional no presentaba 

25 factores de riesgo cardiovascular ni habia sufrido ningun evento 

cardiovascular hasta el momento del reclutamiento. 

• Grupo con factores clasicos de riesgo cardiovascular (CCV): se reclutaron 

52 individuos con diferentes factores clasicos de riesgo cardiovascular 

ES 2 547 582 A1

 

21



 

(dislipemias, diabetes tipo II, hipertensiOn, tabaquismo y obesidad) 

procedentes de su centro de salud de atencion primaria. Este grupo 

poblacional no presentaba patologias concomitantes de base inmunitaria. 

• Grupo de pacientes de artritis reumatoide (AR): se reclutaron 212 pacientes 

5 con artritis reumatoide procedentes de las consultas extemas del Servicio de 

Reumatologia del Hospital Universitario Central de Asturias (Asturias, 

Espatia). Estos pacientes estaban diagnosticados segim los criterios 

diagnosticos de artritis reumatoide establecidos por el American College of 

Rheumatology en su version de 2010. En este grupo de pacientes, se evaluo 

10 la actividad y severidad de la enfermedad segim los indices clinicos 

validados (Disease Activity Score 28-joints y Health Assessment 

Questionnaire) . La presencia de factores clasicos de riesgo cardiovascular y 

la historia de eventos cardiovasculares se estudio a partir de las historias 

clinicas de forma retrospectiva.  

15 Se tom6 una muestra de sangre periferica mediante venopuncion, tras un 

ayuno de 12 horas, siguiendo el procedimiento habitual, que se recogio en tubos 

esteriles sin anticoagulante y con gel separador para la obtenci6n del suero. Tras la 

retracci6n del coagulo a temperatura ambiente, los tubos se centrifugaron a 3000 

r.p.m. durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se recogio el suero en tubos de 

20 1,5 ml que fueron almacenados a -80°C hasta el momento de su uso. Ademas, se 

determinaron en suero por procedimientos estandar los contenidos de glucosa, 

trigliceridos, colesterol total y lipoproteinas de tipo HDL y LDL. 

Analisis estadistico.  

Los datos analizados en los ejemplos se expresaron como media ± desviacion 

25 tipica o como mediana (rango intercuartilico), segim resultase apropiado de acuerdo a 

la distribucion seguida por las variables a estudio. El analisis de estas variables se 

realizo mediante test ANOVA de un factor (con correcci6n de Bonferroni para 

comparaciones multiples), test de Kruskal-Wallis (con correccion de Dunn-Bonferroni 

para comparaciones multiples) o test U de Mann-Withney. Las correlaciones entre 

30 variables se analizaron mediante el test de correlacion de Spearman. Las variables 
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categoricas se expresaron como n (%) y se analizaron sus frecuencias mediante el test 

chi-cuadrado de independencia. 

Para el analisis de regresion lineal, las variables que no siguieron distribucion 

normal fueron transformadas con fund& logaritmica y se calculo el coeficiente B y el 

5 intervalo de confianza al 95% (IC 95%) para cada variable estudiada. El nivel de 

significacion estadistica fue fijado en un p-valor menor de 0,050. Los grados de 

significacion estadistica se representaron como * si p<0,050, ** si p<0,010 o *** si 

p<0,001. 

EJEMPLO 1: Valoracion de riesgo cardiovascular no clasico en diferentes grupos 

10 poblacionales mediante la detecci6n de autoanticuerpos anti-lipoproteinas de alta 

densidad.  

El estudio aqui mencionado se realizo en 395 individuos repartidos en 3 

grupos independientes tal y como se resume en la Tabla 1: controles sanos (C), 

individuos con factores clasicos de riesgo Cardiovascular (CCV) y pacientes de artritis 

15 reumatoide (AR), una enfermedad autoinmune asociada con un incremento del riesgo 

cardiovascular. 

En este caso, se empleo el metodo de la invenciOn para la valoracion de riesgo 

cardiovascular no clasico mediante la deteccion de anticuerpos anti-lipoproteinas de 

alta densidad (anti-HDL) en una muestra de suero siguiendo las siguientes etapas. 

20 La detecciOn de autoanticuerpos anti-HDL se realizo mediante un 

inmunoensayo ligado a enzima realizado en fase solida. Sobre una placa de 

poliestireno de 96 pocillos de fondo piano, se giadieron 50 [il por pocillo de una 

suspensiOn de HDL a una concentracion de 20 ig/m1 en etanol al 70% a la mitad 

superior de la placa (mitad test) , o 50 tl por pocillo de una disolucion de etanol al 

25 70% a la mitad inferior de la placa (mitad control) . Las placas fueron selladas y 

mantenidas a 4°C durante una noche para favorecer la adsorcion de las HDL al soporte 

solid°. 

Transcurrido este tiempo, se retiraron ambas soluciones y se ailadieron 300 ml 

por pocillo de una soluciOn de tampon fosfato (PBS: 137 mM NaC1, 8,00 mM 

30 Na2HPO4, 1,45 mM KH2PO4, 2,7 mM KC1, pH 7,5) con 1% de seroalbiimina bovina 
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(BSA) con el objetivo de impedir las uniones inespecificas por adsorcion de proteinas 

sericas a las paredes del pocillo. Esta solucion se mantuvo durante lh a temperatura 

ambiente en la placa. Tras el paso anterior de bloqueo, se afiadieron 50 lal de las 

muestras (en diluciOn 1:50 en PBS 0,1% BSA) o los estandares (diluciones seriadas 

5 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 y 1/512 en PBS 0,1% BSA) a partir de un pool de 

muestras de suero tornado como referencia, asi como una muestra "blanco" compuesta 

finicamente por el diluyente (PBS 0,1% BSA) a la mitad test y a la mitad control de la 

placa, incubandose en agitacion (300 r.p.m.) durante dos horas a temperatura 

ambiente. 

10 Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados consecutivos a la placa con 

300 ill por pocillo de solucion tampon Tris (TBS: 10,0 mM Tris, 40,6 mM Tris-HC1 y 

150,0 mM NaC1, pH 7,4) y se diadieron 50 1.11 de una soluciOn que contenia un 

anticuerpo especifico anti-inmunoglobulina humana de isotipo IgG conjugado con 

fosfatasa alcalina en dilucion 1:1000 en tampon TBS y se incubo nuevamente durante 

15 una hora, en agitaci6n (300 r.p.m.) a temperatura ambiente. Por ultimo, se realizaron 

dos lavados consecutivos con 300 IA con solucion TBS y se ailadieron 50 Ill por 

pocillo de solucion sustrato (p-nitrofenilfosfato 1 mg/ml en tampOn dietanolamina: 

dietanolamina 1mM, MgC12 2,1 mM) y se monitorizo el cambio de color del sustrato 

en un lector de placas tipo ELISA a una longitud de onda de 405 nm. La reaccion se 

20 consider6 finalizada cuando el punto estandar correspondiente a la dilucion 1:16 tom() 

un valor de 1.00 o bien cuando el pocillo correspondiente al "blanco" tomo un valor 

de 0.20 de absorbancia. La absorbancia de cada pocillo en la mitad control de la placa 

fue sustraida de la absorbancia obtenida en la mitad test de la misma. La 

concentraciOn de autoanticuerpos anti-HDL en las muestras, expresada en unidades 

25 arbitrarias (UA), se obtuvo por interpolaciOn en la curva estandar de las absorbancias 

obtenidas en las muestras desconocidas. 

Los resultados obtenidos de la deteccion de anticuerpos anti-HDL se muestran 

resumidos en la Tabla 1. 

ES 2 547 582 A1

 

24



 

TABLA 1: Poblaciones estudiadas, niyeles sericos de lipoproteinas y anticuerpos anti-

HDL. 

AR CCV p-valor 

Genero (f/m) 

Edad, 

arms (media 

(rango)) 

Colesterol total, 

mg/di 

HDL-colesterol, 

mg/di 

LDL-colesterol, 

mg/dl 

Ratio colesterol 

total/HDL 

Anti-HDL, UA 

(mediana (rango)) 

1 3 1 

97/34 

52 (26 — 80) 

20 5 .9 1 13 3 . 5 6 

5 8 . 791 1 4 .00 

1 26 .46129 .3 5 

3 .671 1 . 00 

3 7 . 75 

(0 — 1 1 26 .3 5) 

2 1 2 

1 75/3 7 

5 3 ( 1 8 — 87) 

207 .4213 5 . 7 1 

60 . 5 61 1 7 .60 

1 22 . 60132 . 3 8 

3 .721 1 .3 5 

1 87 . 02 * 

(0 — 868 1 .3 7) 

52 

3 7/ 1 5 

5 5 (3 3 — 68) 

2 1 6 . 60142 .97 

5 7 .9 1 1 1 4 . 3 0 

1 3 6 .00150 

3 . 931 1 . 1 3 

61 . 1 5 

(0 — 2972 .26) 

0 . 0 80 

0 .452 

0 .476 

0 . 5 1 5 

0 . 1 75 

0 .2 1 1 

< 0 .000 1 

Como se observa en la Tabla 1, las poblaciones estudiadas fueron totalmente 

5 comparables en edad y genero, lo cual permite excluir el efecto de estos importantes 

factores de confusion en este estudio. Asimismo, no se encontraron diferencias en los 

niveles de lipoproteinas sericas. Sin embargo, los niveles de autoanticuerpos anti-

HDL, medidos en UA, se encontraron claramente incrementados en el grupo de 

pacientes de AR comparado con los grupos de C y CCV. 

10 Por tanto, se pudo concluir que los autoanticuerpos anti-HDL son detectables 

siguiendo la metodologia expuesta y que se encontraron aumentados en algunos 

grupos de pacientes respecto a la poblacion control. Asimismo, se concluyo que este 

aumento no fue debido a la presencia de factores clasicos de riesgo cardiovascular, es 

decir, que el metodo expuesto permitio identificar el riesgo cardiovascular no clasico 

15 mediante la deteccion de autoanticuerpos anti-HDL. 
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EJEMPLO 2: Valoracion de riesgo cardiovascular no clasico en diferentes grupos  

poblacionales mediante la deteccion de autoanticuerpos anti-lipoproteinas de alta 

densidad corregido por niveles de IgG total.  

Debido a que es conocida la interaccion entre las respuestas inflamatorias y el 

5 riesgo cardiovascular no clasico, se introduce una etapa adicional en la que se lleva a 

cabo la correccion de los niveles de anticuerpos anti-HDL medidos como unidades 

arbitrarias siguiendo la metodologia expuesta en el ejemplo anterior, para obtener un 

valor corregido por los niveles sericos de IgG total a partir de la misma muestra. 

Para ello, se siguio la metodologia anteriormente expuesta y ademas se 

10 procedi6 a la cuantificacion de los niveles sericos de IgG total mediante un metodo 

convencional. Los valores de anti-HDL en UA fueron divididos por los niveles sericos 

de IgG totales cuantificados por metodos convencionales (anti-HDL/IgG). Los 

resultados obtenidos se resumen en la Tabla 2. 

15 TABLA 2: Niveles de anti-HDL (UA) y anti-HDL/IgG en las poblaciones estudiadas. 

C AR CCV p-valor 

Anti-HDL, UA 

(mediana (rango)) 

IgG total, UA 

(mediana (rango)) 

Anti-HDL/IgG, 

(mediana (rango)) 

3 7 .75 

(0 — 1 1 26 . 3 5 ) 

2 .63 

(0 .3 8 — 27 . 1 4) 

1 8 .92 

(0 — 4 1 7 . 00) 

1 87 .02 * 

(0 — 868 1 .3 7) 

4 .2 1 

(0 .09 — 5 . 80) 

3 5 . 7 8 * * 

(0 — 2500 . 1 0) 

6 1 . 1 5 

(0 — 2972 .26) 

2 .4 8 

(0 . 1 6 — 1 2 . 63 ) 

1 8 . 8 1 

(0 — 1 3 79 .23 ) 

< 0 .000 1 

0 .00 1 

0 .005 

A partir de los resultados expuestos en la Tabla 2, se concluyo que los niveles 

de anticuerpos anti-HDL se mantuvieron significativamente elevados respecto al 

grupo C incluso tras ajustar los niveles de anti-HDL por los niveles de IgG total (anti-

20 HDL/IgG), avalando la robustez de este metodo para la valoracion del riesgo 

cardiovascular no clasico. 
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EJEMPLO 3: Estratificacion de pacientes segim niveles de autoanticuerpos anti-HDL 

en AR y caracteristicas clinicas de la enfermedad.  

Con el objetivo de estudiar que informacion podrian proporcionar los niveles 

de autoanticuerpos anti-HDL para el ambito clinico, los pacientes del grupo de AR se 

5 clasificaron en dos subgrupos segim los niveles de estos autoanticuerpos, empleando 

como punto de corte el percentil 90 (= 169.80) de la distribucion de esta variable en la 

muestra del grupo control. Esta clasificacion permitio la identificacion de un subgrupo 

de pacientes de AR con mayores niveles de autoanticuerpos anti-HDL (anti-HDLhigh: 

40 pacientes, 18,8%) y otro con niveles menores (anti-HDLI': 172 pacientes, 81,1%). 

10 Se estudiaron las caracteristicas clinicas y los niveles sericos de mediadores de la 

inflamaciOn en ambos subgrupos de pacientes (\Tease Tabla 3). 

TABLA 2: Analisis de las asociaciones de los autoanticuerpos anti-HDL con parametros 

clinicos en pacientes de AR. 

anti-HDLI" 

169,80) 

( 1=172) 

anti-HDLhIgh 

(>169,80) 

(n=40) 

p-valor 

Partimetros clinicos 

Duracion de la enfermedad (ems) 2, 1 2 (4, 8 1 ) 4,3 3 (8 ,00) 0,0 1 0 

Recuento articulaciones dolorosas 3 ,00 (8 ,00) 2,00 (7 ,00) 0 ,993 

Recuento articulaciones tumefactas 1 ,00 (5 ,00) 1 , 5 0 (4 ,00) 0 , 830 

Actividad de la enfermedad 
3 ,67 (2,45) 4,04 ( 1 , 84) 0,443 

(DAS28) 

Factor Reumatoide (+) 88 (5 1 , 1 ) 28 (70,0) 0,09 5 

Anti-CCP (+) 92 (5 3 ,4) 23 (65 ,0) 0 , 3 25 

Edad al diagnostic° 5 0 ,00 ( 1 7 ,00) 49 ,67 (20 ,00) 0 , 8 80 

Epitopo compartido (+) (n= 1 4 1 ) 64 (57 , 1 ) 1 8 (62 ,0) 0 ,632 

Tratamientos, n(%) 

Ninguno o antiinflamatorios no 

esteroideos 
4 1 (23 , 8) 6 ( 1 5 ,0) 0 ,207 

Glucocorticoides 80 (46 , 5) 23 (5 7 ,5 ) 0,248 

Metotrexato 1 1 1 (64 ,5 ) 2 8 (70,0) 0,669 

B loqueantes del TNFoc 3 6 (20,9) 1 2 (3 0 ,0) 0 ,248 

Tocilizumab 7 (4 ,0) 5 ( 1 2,5 ) 0 , 1 73 

15 
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A partir de los datos contenidos en la Tabla 3 se pudo concluir que los 

pacientes de AR pudieron ser clasificados en, al menos, dos subgrupos segun un punto 

de corte objetivo extrapolado a partir de la poblacion control correspondiente. 

En cuanto a las caracteristicas clinicas, se observo una asociaciOn de los 

5 niveles elevados de autoanticuerpos anti-HDL con la duracion de la enfermedad de 

mayor duracion, pero no se observo un efecto de marcadores especificos de la 

enfermedad o de los tratamientos farmacolOgicos administrados. 

10  

Por tanto, se pudo concluir que los niveles elevados de autoanticuerpos anti-

HDL eran independientes del cuadro clinico de la patologia reumatica estudiada. 

EJEMPLO 4: Estratificacion de pacientes segim niveles de autoanticuerpos anti-HDL 

en AR y enfermedad cardiovascular.  

A la vista de los resultados del ejemplo anterior, se realizo la misma estrategia 

de estratificacion de los pacientes estudiados y ademas se estudiaron las asociaciones  

15 entre los niveles de autoanticuerpos anti-HDL y la presencia de factores clasicos de 

riesgo cardiovascular y el desarrollo de eventos cardiovasculares en ambos subgrupos 

(anti-HDLI" y anti-HDLhIgh) (Tabla 4). 

TABLA 3: Analisis de las asociaciones entre autoanticuerpos anti-HDL, factores clasicos 

de riesgo cardiovascular y eventos cardiovasculares en el grupo de AR. 

anti-HDLI' 

(_ 169,80) 

(n=172) 

anti-HDLIngh 

(>169,80) 

(n=40) 

p-valor 

Edad (ailos) 5 3 , 87 ( 1 6,22) 5 6 , 5 8 (22 ,69) 0, 1 84 

Genero (fm) 1 44 : 2 8 2 8 : 1 2 0,05 3 

Factores cldsicos de riesgo 

cardiovascular, n(%) 

Hipertens ion 5 1 (29 ,6) 1 4 (3 5 ,0) 0, 5 1 7 

Dis lipemia 3 6 (20,9) 1 6 (40,0) 0,0 1 3 

Diabetes 1 6 (9 ,3 ) 6 ( 1 5 ,0) 0,28 5 

Obesidad (n= 1 29) 22 (23 ,9) 7 (22 , 5 ) 0 , 8 80 

Tabaquismo 6 1 (37 ,6) 1 3 (3 2 , 5) 0 ,708 

Historia de eventos 

cardiovasculares, n(%) 
22 ( 1 2 ,7) 1 6 (40 ,0) <0,000 1 
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Se observo en que la presencia de niveles elevados en suero de autoanticuerpos 

anti-HDL se asociaba fuertemente con una historia de desarrollo de eventos 

cardiovasculares en el grupo de AR. Se estudio la capacidad de discriminacion de la 

5 estratificaciOn de riesgo cardiovascular seglin los niveles de autoanticuerpos anti-HDL 

frente a la presencia de enfermedad cardiovascular mediante analisis del area bajo la 

curva COR (AUC COR), la cual mostro una capacidad de discriminacion aceptable 

como marcador de enfermedad cardiovascular (p=0,007) (Figura 1). 

Por otro lado, se observo que el subgrupo caracterizado por los mayores 

10 niveles de estos autoanticuerpos no presentaba una prevalencia incrementada de los 

diferentes factores clasicos de riesgo cardiovascular (con la excepcion de la 

dislipemia), lo cual corroboro que la asociacion con el desarrollo de eventos 

cardiovasculares es independiente de los factores clasicos de riesgo. 

15 EJEMPLO 5: Niveles de autoanticuerpos anti-HDL y riesgo cardiovascular no clasico.  

De la misma manera que en los ejemplos 4 y 5, se clasificaron los pacientes de 

AR segun los niveles de autoanticuerpos anti-HDL y en este caso se estudiaron los 

niveles sericos de diferentes mediadores de la inflamacion, que tienen un papel central 

en el riesgo cardiovascular no clasico. 

20 Para la cuantificacion de los niveles sericos de los diferentes mediadores 

inflamatorios tenidos en cuenta, se emplearon diferentes kits comerciales segim 

disponibilidad. Todos ellos estan basados en tecnicas de inmunoensayo. 

Los niveles de IFNa, MIP 1 a, IL-8, IL-17A, VEGF, GM-CSF, IFNy, TNFa, 

MCP-1, leptina y resistina se cuantificaron mediante diferentes inmunoensayos 

25 siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Los limites de detecciOn fueron 1.25 

pg/ml, 0.6 pg/ml, 1.2 pg/ml, 1.25 pg/ml, 4.5 pg/ml 0.2 pg/ml, 0.58 pg/ml, 3.9 pg/ml, 8 

pg/ml, 63 pg/ml y 24 pg/ml, respectivamente. Los niveles de PCR se cuantificaron 

mediante un ensayo enzimatico validado para el ambito clinico y su limite de 

deteccion fue 0,5 mg/l. 
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Los resultados de la cuantificacion de estos mediadores se resumen en la Tabla 

5. 

TABLA 5: Analisis de las asociaciones entre autoanticuerpos anti-HDL y mediadores de 

la inflamacion en pacientes de AR. 

anti-HDLI" 

( 169,80) 

(n=95) 

anti-HDLhigh 

(>169,80) 

(n=43) 

p-valor 

PCR (mg/1) 1 ,00 (2 ,70) 2 , 85 (6,43 ) <0 ,00 1 

TNFa (pg/ml) 2 1 6, 1 4 (29 1 ,32) 3 1 2 ,04 (266 , 5 0) 0 ,4 5 1 

IFNa (pg/ml) 0,00 ( 1 5 , 83 ) 1 6 ,06 (95 ,92) 0,006 

MIP 1 a (pg/ml) 7 , 1 2 ( 1 9,74) 2 1 ,7 5 (76 ,47) <0,00 1 

IFNy (pg/ml) 4,20 (3 ,44) 7, 1 5 (8 ,7 8) 0,004 

IL-8 (pg/ml) 4 1 ,78 ( 1 0,79) 46, 85 ( 1 8 ,6 8) 0,006 

VEGF (pg/ml) 1 1 2 ,43 (42,04) 1 1 7 ,29 (50 , 5 5) 0, 3 1 3 

GM-CSF (pg/ml) 26 ,76 (6, 8 8) 29, 75 ( 1 9,5 5) 0 ,03 3 

IL- 1 7A (pg/ml) 3 ,7 1 (25 ,74) 26,3 3 ( 1 0 1 ,43 ) 0,002 

MCP- 1 (pg/ml) 2 82 ,04 (325 ,3 8) 3 82 , 54 (794 , 84) 0,024 

Res istina (ng/ml) 9 , 3 (5 ,27) 1 0 ,3 3 (4,90) 0 , 1 5 8 

Leptina (ng/ml) 1 0,34 ( 1 1 , 3 1 ) 1 4 ,24 ( 1 5 , 5 7) 0 ,402 

5 

A la vista de los resultados obtenidos, se observo que aquellos individuos con 

mayores niveles de estos autoanticuerpos mostraron mayores concentraciones sericas 

de un buen nitmero de mediadores de la inflamacion (IFNa, MIP1a, IFN7, IL-8, GM-

CSF, IL17A y MCP-1), lo cual esta de acuerdo con los mayores niveles de PCR 

10 asimismo hallados en este grupo. 

Se concluyo entonces que la presencia de niveles elevados de autoanticuerpos 

anti-HDL se asociaba con una mayor respuesta inflamatoria. 

Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos con esta estrategia de 

estratificacion excluyeron un efecto de los parametros clinicos de la enfermedad 

15 (ejemplo 3) asi como de factores clasicos de riesgo cardiovascular (ejemplo 4), el 

hecho de que se observase una mayor tasa de enfermedad cardiovascular en el 

subgrupo de pacientes con altos niveles de estos autoanticuerpos, asi como la 

asociacion con los mediadores inflamatorios hallados en este ejemplo, permitiO 

concluir que los autoanticuerpos anti-HDL se asocian a un mayor riesgo 

20 cardiovascular no clasico. 

ES 2 547 582 A1

 

30



5 

 

REIVINDICACIONES 

1. Metodo para la valoracion el riesgo cardiovascular no clasico mediante la 

detecciOn de autoanticuerpos que comprende las siguientes etapas: 

a) poner en contacto una muestra de sangre, suero o plasma del sujeto con 

particulas de HDL humanas en condiciones tales que pueda producirse una 

uniOn especifica antigeno-anticuerpo detectable por cualquier metodo; 

b) estratificar el riesgo cardiovascular del sujeto comparando el resultado 

obtenido en el analisis de la muestra anterior con los obtenidos en la 

poblacion sana. 

10 2. Metodo segim la reivindicacion 1 donde las particulas de HDL de la etapa a) son 

purificadas de muestras humanas. 

3. Metodo segim la reivindicacion 1 donde las particulas de HDL de la etapa a) se 

obtienen por procedimientos sinteticos. 

4. Metodo segim la reivindicacion 1 donde las particulas de HDL de la etapa a) 

15 estan unidas a un soporte solid° que permite la retencion de los 

inmunocomplejos HDL/anti-HDL. 

5. Metodo segim la reivindicacion 4 donde el soporte solido es una placa para 

inmunoensayo de tipo ELISA. 

6. Metodo segim la reivindicacion 1 donde la detecci6n de la union especifica 

20 antigeno-anticuerpo de la etapa a) se realiza utilizando anticuerpos anti-

inmunoglobulinas humanas unidos a un marcador cualquiera que permita su 

revelado a partir de un agente especifico para dicho marcador. 

7. Motodo segim la reivindicacion 6 donde el marcador unido a los anticuerpos 

anti-inmunoglobulinas humanas es un enzima y el agente especifico es un 

25 sustrato.  

8. Metodo segun la reivindicacion 6 donde los anticuerpos anti-inmunoglobulinas  

humanas tienen reactividad especifica frente a la inmunoglobulina G (IgG) 

humana. 
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9. Metodo segim la reivindicacion 1 o 6 que ademas comprende la cuantificacion 

absoluta de anticuerpos anti-HDL mediante la utilizacion de una curva de 

calibracion. 

10. Metodo seg(m la reivindicacion 8 6 9 que ademas comprende la correccion de los 

5 niveles de autoanticuerpos anti-HDL con los niveles de IgG total en la misma 

muestra. 

11. Metodo segan cualquiera de las reivindicaciones anteriores que ademas 

comprende la clasificacion del sujeto segim su riesgo cardiovascular no clasico 

mediante la comparacion del resultado obtenido con los valores de referencia de 

10 la misma poblacion obtenidos siguiendo el mismo procedimiento. 

12. Inmunosensor para la valoracion del riesgo cardiovascular no clasico mediante la 

deteccion de autoanticuerpos anti-HDL que comprende: 

a) moleculas de HDL humanas inmovilizadas en una fase solida acoplada 

a un sensor que detecta un cambio fisico y/o quimico tras la union 

15 especifica de los anticuerpos anti-HDL de una muestra de sangre, suero o 

plasma de un sujeto; 

b) unos medios de conversion que convierten la deteccion anterior en una 

serial electrica cuantificable y procesable por unos medios de procesamiento 

de seriales. 

20 13. Inmunosensor segim la reivindicacion 12 caracterizado por que la serial electrica 

es proporcional a la cantidad de anticuerpos anti-HDL de la muestra. 

14. Un kit para llevar a cabo los metodos definidos en cualquiera de las 

reivindicaciones 1-11, que comprende particulas de HDL humanas inmovilizadas 

en un soporte solid° en condiciones tales que pueda producirse una union 

25 especifica antigeno-anticuerpo detectable. 

15. Kit segim la reivindicacion 14 donde el soporte solido es una placa para 

inmunoensayo de tipo ELISA. 
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16. El kit segun la reivindicacion 14 donde los anticuerpos anti-inmunoglobulinas  

humanas tienen reactividad especifica frente a la inmunoglobulina G (IgG) 

humana. 

17. El kit segim la reivindicacion 14 caracterizado por que ademas comprende un 

5 reactivo estandar para confeccionar una curva de calibracion que permita la 

cuantificacion absoluta de los autoanticuerpos anti-HDL dentro del rango de 

linealidad del inmunoensayo. 
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OPINIÓN ESCRITA 

 

Nº de solicitud: 201500348 
  

 
 

  
 
Fecha de Realización de la Opinión Escrita: 29.09.2015  
 
 
 Declaración    
     
 Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-17 SI 
  Reivindicaciones  NO 
     
 Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones  SI 
  Reivindicaciones 1-17 NO 

 

 

 
 

  
Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de 
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986). 
 
Base de la Opinión.- 
 
La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica. 
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1. Documentos considerados.- 
 
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la 
realización de esta opinión. 
 

Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación 
D01 VUILLEUMIER N., BAS S., PAGANO S., MONTECUCCO F., 

GUERNE P-A., FINCKH A., LOVIS C., MACH F., 
HOCHSTRASSER D., ROUX-LOMBARD P. y GABAY C. “Anti-
apolipoprotein A-1 IgG predicts major cardiovascular events in 
patients with rheumatoid arthritis.” Arthritis & Rheumatism (2010) 
Vol. 62, páginas 2640-2650. Páginas 2640-2643. 

2010 

D02 FINCKH A., COURVOISIER D. S., PAGANO S., BAS S., 
CHEVALLIER-RUGGERI P., HOCHSTRASSER D., ROUX-
LOMBARD P., GABAY C., y VUILLEUMIER N. ”Evaluation of 
cardiovascular risk in patients with rheumatoid arthritis: Do 
cardiovascular biomarkers offer added predictive ability over 
established clinical risk scores” Arthritis Care & Research (Junio 
2012) Vol. 64, páginas 817-825. Páginas 818,819. 

06.2012 

D03 PÉREZ-MÉNDEZ O. “Lipoproteínas de alta densidad (HDL). ¿Un 
objetivo terapéutico en la prevención de la aterosclerosis? 
Archivos de Cardiología de México (2004) Vol. 74, páginas 53-67. 
Todo el documento. 

2004 

 
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de 
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración 
 
La presente solicitud de invención consiste en un método para la valoración de riesgo cardiovascular no clásico mediante la 
detección de autoanticuerpos anti-lipoproteínas de alta densidad en una muestra del sujeto con partículas de HDL humanas, 
y su posterior estratificación del riesgo cardiovascular del sujeto comparando el resultado obtenido del análisis con los 
obtenidos en la población sana (reivindicaciones 1-11). 
 
La presente solicitud de invención también consiste en un inmunosensor y un kit para la aplicación del método anteriormente 
mencionado (reivindicaciones 12-17). 
 
El documento D01 consiste en un estudio para determinar la asociación de anti-apolipoproteína A-1 IgG con las principales 
complicaciones cardiovasculares en pacientes con artritis reumatoide.  
 
El documento D02 consiste en un estudio para determinar si la anti- apolipoproteína AI IgG, entre otros factores, podría 
mejorar la precisión en el pronóstico de riesgo cardiovascular en la artritis reumatoide. 
 
El documento D03 consiste en el estudio de las lipoproteínas de alta densidad (HDL) y su uso en la prevención de la 
aterosclerosis (ver todo el documento). 
 
1.- NOVEDAD (Art. 6.1 Ley 11/1986). 
 
Las reivindicaciones 1-17 son nuevas a la vista del artículo 6.1 Ley 11/1986. 
 
2.- ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 Ley 11/1986). 
 
2.1.- Reivindicaciones 1-8 y 11. 
 
El documento D01 divulga un análisis bioquímico para detectar anticuerpos humanos para la apolipoproteína A-1 (Apo A-1) 
mediante la técnica ELISA, donde se pone en contacto la muestra con partículas de Apo A-1 humanas, las cuales está 
unidas a un soporte sólido, como una placa para inmunoensayo tipo ELISA. La detección de la unión específica antígeno-
anticuerpo se realiza usando anticuerpos anti-inmunoglobulinas humanas unidos a un marcador cualquiera, que permita su 
revelado a partir de un agente específico para dicho marcador. 
 
El documento D01 no divulga la detección de anticuerpos humanos para HDL, sino para la apolipoproteína A-1 que se 
encuentra presente en la superficie de las partículas HDL. A la vista de lo que se conoce del documento D01 no se 
considera que requiera ningún esfuerzo inventivo para un experto en la materia desarrollar un procedimiento como el 
descrito en las reivindicaciones 1-11 y tener una expectativa razonable de éxito (ver páginas 2640-2643). 
 
Por consiguiente, la invención reivindicada en las reivindicaciones 1-8 y 11 no implica actividad inventiva en el sentido del 
artículo 8.1 Ley 11/1986. 
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El documento D02 divulga un método para la valoración del riesgo cardiovascular no clásico mediante la detección de 
autoanticuerpos mediante el contacto de una muestra de sangre con apolipoproteína AI por medio de la técnica ELISA (ver 
páginas 818 y 819).  
 
Por lo tanto, se considera que las reivindicaciones 1 y 5 no tienen actividad inventiva en el sentido del artículo 8.1 Ley 
11/1986. 
 
2.2.- Reivindicaciones 9, 10 y 12-17. 
 
A la vista del documento D01 citado, el resto de reivindicaciones 9, 10 y 12-17 se consideran cuestiones prácticas, las cuales 
son obvias para un experto en la materia. Por lo tanto, se considera que las reivindicaciones 9, 10 y 12-17 no implican 
actividad inventiva en el sentido del artículo 8.1 Ley 11/1986. 
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