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DESCRIPCION

Triaosilceramida (GB3) urinaria como un marcador de cardiopatias.

Campo técnico de lainvencion

La presente invencion se refiere en general al campo de los marcadores de cardiopatias, y mas particularmente a la
deteccién de niveles elevados de globotriaosilceramida (Gb3) urinaria en pacientes cardiacos sin enfermedad de
Fabry.

Antecedentes de lainvencion

Sin limitar el alcance de la invencién, sus antecedentes se describen en relaciéon con los marcadores de cardiopatias
y los métodos de deteccién de Gb3 y otros marcadores glucolipidicos en fluidos corporales.

La Patente de Estados Unidos N° 7.445.886 expedida a Grior y cols. (2008) divulga una prueba para el factor
inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF, por sus siglas en inglés), un marcador bioquimico clinicamente util del
riesgo vascular. La determinacién del riesgo incluye la etapa de detectar en la sangre de una persona la
concentracién de MIF como un marcador del riesgo cardiovascular para la persona. El método de la patente '886
puede comprender ademas la etapa de asignar a la persona una medida de riesgo cardiovascular proporcional a la
concentracién de MIF, y/o prescribir para la persona una modalidad de tratamiento cardiovascular segun la
concentracion de MIF. El método es util como un cribado primario, y se puede usar junto con o como un sustituto de
pruebas adicionales, tales como una prueba de esfuerzo, un ensayo de CRP, un ensayo de LDL, etc. La etapa de
deteccién se puede repetir a lo largo de intervalos de tiempo y/o tratamiento para verificar el cambio en el riesgo
cardiovascular para la persona a lo largo del tiempo y/o el tratamiento.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20040132688 (Griffin y cols., 2003) se refiere a la deficiencia de
glucosilceramida plasmatica como factor de riesgo para la trombosis y modulador de la proteina C anticoagulante.
Segun Giriffin, la glucosilceramida (GlcCer) y otros glucolipidos neutros tales como el homélogo globotriaosilceramida
(Gb3Cer) que contiene Glc afiadidos exdgenamente prolongaban dependientemente de la dosis los tiempos de
coagulacién de plasma normal en presencia pero no en ausencia de APC: proteina S, indicando que GlcCer o
Gb3Cer pueden potenciar la actividad anticoagulante de la ruta de la proteina C. En estudios que usan proteinas
purificadas, la desactivacién de factor Va por APC: proteina S era potenciada por GlcCer sola y por GlcCer,
globotriaosilceramida, lactosilceramida y galactosilceramida en vesiculas de multiples componentes que contienen
fosfatidilserina y fosfatidilcolina. Asi, la invencidn de Griffin proporciona glucolipidos neutros tales como GlcCer y
Gb3Cer, como cofactores anticoagulantes que contribuyen a la actividad antitrombdtica de la ruta de la proteina C.
La invencion de Griffin indica que una deficiencia de GlcCer plasmatica es un factor de riesgo para la trombosis. Se
proporcionan métodos para determinar individuos con riesgo de trombosis, métodos de tratamiento asi como
métodos de cribado de factores antitromboticos a partir de glucolipidos neutros.

Sumario de lainvencién

La presente invencion describe un método para la determinacion de un nivel elevado de globotriaosilceramida (Gb3)
urinaria, un factor de riesgo para cardiopatias en la poblacion general. Los niveles de Gb3 en la orina sirven como un
marcador de cardiopatias. El método de la presente invencién proporciona un método de cribado para el riesgo
cardiaco e implica que niveles inferiores de Gb3 pueden ser beneficiosos en el tratamiento y el manejo del riesgo de
cardiopatias.

En una realizacion, la presente invencién proporciona un método de cribado para la presencia de una cardiopatia,
una afeccién cardiaca o un factor de riesgo de cardiopatias en un sujeto humano segin se define en la
reivindicacion 1.

Preferiblemente, el método que se describe en la presente invencidon comprende ademas la etapa de asignar una
medida de riesgo cardiaco o prescribir un régimen de tratamiento para el sujeto humano basandose en una
comparacion del nivel de Gb3 en la muestra de orina y el valor liminar normal, en donde la medida de riesgo
cardiaco es proporcional al nivel de la Gb3 en la muestra de orina del sujeto humano. En un aspecto, la cardiopatia
o afeccién cardiaca se selecciona del grupo que consiste en cardiomiopatia hipertrofica, defectos del ritmo y la
conduccion, arteriopatia coronaria, arritmia, bloqueos de la conduccidn y valvulopatia.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprension mas completa de las caracteristicas y las ventajas de la presente invencion, se hace ahora
referencia a la descripcion detallada de la invencién junto con las figuras adjuntas y en las que:

La FIG. 1A es una gréafica que muestra la distribucion de concentracion de Gb3 en todos los especimenes
de orina disponibles de pacientes cardiacos incluidos en el estudio de la presente invencién (N=294). Los
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datos de los pacientes cardiacos se analizaron con el programa Systat y se expresaron como ng de
Gb3/tarjeta (ml de orina);

la FIG. 1B es una grafica que muestra la distribucion de concentracion de Gb3 en el grupo de pacientes
mostrado en la FIG. 1A, pero los valores atipicos (Gb3 > 700 ng/tarjeta) se excluyeron a fin de mostrar
claramente la distribucién de la concentracion;

la FIG. 2 es una representacion que muestra la distribucién de concentracién de Gb3 en el mismo grupo de
pacientes, pero limitada a pacientes con Gb3 < 400 ng/tarjeta a fin de mostrar claramente la distribucién de
la concentracion;

la FIG. 3 es una gréafica que muestra la distribucién de concentracién de Gb3 en una poblacién de control
normal (N= 157); y

la FIG. 4 es una representacién combinada de la distribucion de concentracion de Gb3 en controles sanos
(N =157) y pacientes cardiacos (N = 294).

Descripcion detallada de la invencién

Aunqgue la elaboracion y el uso de diversas realizaciones de la presente invencion se analizan con detalle
posteriormente, se debe apreciar que la presente invencién proporciona muchos conceptos de la invencion
aplicables que se pueden incorporar en una amplia variedad de contextos especificos. Las realizaciones especificas
analizadas en la presente memoria son meramente ilustrativas de modos especificos para elaborar y usar la
invencion y no delimitan el alcance de la invencion.

Para facilitar la comprension de esta invencién, se define posteriormente un nimero de términos. Los términos
definidos en la presente memoria tienen los significados que son entendidos cominmente por una persona de
experiencia normal en las areas aplicables a la presente invencién. Términos tales como "un", "uno(a)" y "el(la)" no
pretenden referirse solo a una entidad singular, sino que incluyen la clase general de la que un ejemplo especifico se
puede usar para ilustracion. La terminologia de la presente memoria se usa para describir realizaciones especificas

de la invencién, pero su utilizacién no delimita la invencion, excepto segln se esboza en las reivindicaciones.

La presente invencion describe la deteccion de niveles elevados de globotriaosilceramida (Gb3) urinaria, que es un
factor de riesgo de una variedad de anormalidades cardiacas adquiridas en la poblacion general (sin enfermedad de
Fabry). Esto sugiere el cribado de pacientes de alto riesgo con respecto a cardiopatias midiendo los niveles de Gb3
urinaria. Los presentes inventores sugieren que disminuir los niveles de Gb3 puede ser un modo de disminuir el
riesgo de cardiopatias en la poblacion general sin enfermedad de Fabry. Los niveles de Gb3 se pueden disminuir
mediante chaperonas farmacoldgicas que se sabe que son capaces de incrementar los niveles de a-galactosidasa A
natural en células o moléculas que funcionan como una terapia de reduccion del sustrato o una terapia de
sustitucion enzimatica para pacientes con bajos niveles de a-galactosidasa A. Actualmente, una Gb3 urinaria
elevada se ha asociado exclusivamente con el trastorno genético denominado enfermedad de Fabry y nunca se ha
descrito en la poblacion general con cardiopatias.

La Gb3 es un glucoesfingolipido que se acumula en la enfermedad de Fabry y se cree que es el principal metabolito
nocivo. La enfermedad de Fabry esta ligada al cromosoma X y esta provocada por una deficiencia de la enzima
lisosébmica a-galactosidasa A que da como resultado la acumulacion de Gb3 en todos los 6rganos (particularmente
en el corazén y el rifibn) y muchos tipos de células y en la orina. Esta enfermedad esta asociada particularmente con
un notable incremento del riesgo de apoplejia, cardiopatia (cardiomiopatia hipertrofica, defectos del ritmo y la
conduccion, arteriopatia coronaria y anormalidades valvulares), e insuficiencia renal proteinurica crénica; moléculas
gue pueden corregir la modificacion epigenética subyacente asociada con el incremento de los niveles de Gb3 (es
decir, inhibidores de HDAC para modificaciones de la acetilacién, modificaciones de los centros de fosforilacién
mediante sustitucién de aminoacidos); y/o moléculas que pueden afectar a la expresion y/o la funcion de genes
modificadores que se sabe que interactian con el gen que codifica a-galactosidasa A o los genes sintéticos de Gb3
0 sus precursores tales como Gb3 sintasa (A4GALT).

Aungue la enfermedad de Fabry es rara, las complicaciones cardiacas, la enfermedad renal progresiva y la apoplejia
descritas anteriormente son de naturaleza similar a las observadas cominmente en la poblacion general. La
globotriaosilesfingosina o Lyso-Gb3 también puede ser un metabolito nocivo relacionado con Fabry y se puede
incrementar en la orina en pacientes con enfermedad de Fabry y pacientes con cardiopatl’as.2

Por lo tanto, los presentes inventores cribaron una gran poblacién de pacientes con una variedad de anormalidades
cardiacas con respecto a la enfermedad de Fabry. Estos pacientes cardiacos se criban usando Gb3 urinaria (que se
sabe que es elevada en la enfermedad de Fabry), la actividad de a-galactosidasa A en sangre y la secuenciacion del
gen GLA (el gen de la enfermedad de Fabry).
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Los inventores encontraron que los pacientes con cardiopatias tienen Gb3 urinaria mayor que la esperada aunque
no tengan mutaciones en el gen GLA (son pacientes sin enfermedad de Fabry) sugiriendo que Gb3 y su
metabolismo estan implicados en las cardiopatias en general. La anormalidad en Gb3 estad asociada con una
actividad de a-galactosidasa A menor que la normal y posiblemente variacion de secuencia del gen GLA que no
provoca enfermedad. Las variaciones no genéticas en la actividad enzimatica de la a-galactosidasa A que puede
estar asociada con Gb3 elevada en érganos, tejido y orina pueden estar relacionadas con: (i) modificaciones
epigenéticas - es decir cambios en la expresion génica provocados por mecanismos distintos a los cambios en la
secuencia de DNA subyacente — tales como modificaciones postraduccionales (especialmente metilacion pero
también acetilacion, ubiquitilacion, fosforilacién, sumoilacion) o RNA interferentes pequefios (SiRNA, por sus siglas
en inglés) que pueden modular la expresién génica transcripcional a través de modulacion epigenética de
promotores elegidos como diana; y/o con (ii) interacciones epistaticas - es decir variantes genéticas en uno o mas
genes distintos (llamados genes modificadores) que interactia o interactdan con los genes que codifican las
enzimas lisosémicas. Otros mecanismos todavia indeterminados no relacionados con la actividad enzimatica de la a-
galactosidasa A pueden representar un papel.

Por encima del 20% de los primeros 220 pacientes adultos no seleccionados con una variedad de anormalidades
cardiacas adquiridas (incluyendo arteriopatia coronaria, arritmia, bloqueos de la conduccion y valvulopatia) tenia
niveles elevados de Gb3 urinaria. El limite superior de la normalidad se considera 200 ng/ml de Gb3. Tres pacientes
tenian un nivel superior a 1.000 (5 veces el limite superior de la normalidad). Hasta ahora, en los pacientes
probados, los niveles elevados de Gb3 no se han asociado con mutaciones patdgenas en el gen GLA. Cuando la
distribucién de niveles de Gb3 urinaria en las poblaciones cardiaca y de control sana se comparan, esta claro que la
poblacién cardiaca es significativamente diferentes de los controles sanos.

Método para el ensayo de globotriaosilceramida urinaria: Los presentes inventores emplearon espectrometria de
masas en tdndem (MS/MS, por sus siglas en inglés) por cromatografia de liquidos de resolucidn ultraalta (UPLC, por
sus siglas en inglés) para la determinacién cuantitativa de isoformas de globotriaosilceramida (Gb3) con diferentes
componentes de &cido graso en orina secada sobre tarjetas de papel de filtro. Un mililitro de orina secado sobre un
cuadrado de papel de filtro de 5 x 5 cm cuadrados se extrae con metanol usando C17-Gb3 como patrén interno. Se
inyectaron diez microlitros en una UPLC Acquity para la separacion cromatografica de isoformas de Gb3 usando un
gradiente rapido de metanol/agua con una columna de UPLC C8 BEH, 1 x 50 mm, 1,7 um a 60°C, con un tiempo de
recorrido total de 3 minutos, incluyendo el reequilibrado de la columna. La Gb3 se analiza con una MS/MS Quattro
Premier usando ionizacion de electropulverizacion positiva. Transiciones de verificacion de la reaccion multiples son
m/z 1060—898 para el patrén interno C17-Gb3 y m/s 1046 —884, 1074—912, 1102—940, 1128—966, 1130—968,
1156—994, 1158—996, 1174—1012 para abarcar ocho isoformas de Gb3 principales. Las areas de los picos de los
cromatogramas de MRM para las isoformas se usan con curvas estandar para calcular nanogramos de Gb3 por ml
de orina.

Se analizaron especimenes de orina de pacientes cardiacos incluidos en el estudio con el programa Systat y los
resultados se resumen en la FIG. 1A y se expresan como ng de Gb3/tarjeta (ml de orina). Los resultados para
pacientes con niveles menores de 700 ng/ml se representaron en la FIG. 1B y se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: Analisis estadistico de pacientes que tienen niveles de Gb3 urinaria < 700 ng/ml.

ng/mi

N° de casos 220

Minimo 37,000

Maximo 84,000

Intervalo 447,000

Mediana 129,500

Media 150,077

Desv. Estandar 77,486

C.v. 0,516
Método = CLEVELAND

1% 37,000

5% 63,000

10% 75,000

20% 90,000

25% 94,500

30% 105,500

40% 117,000

50% 129,500

60% 145,500

70% 166,000

75% 174,000

80% 204,000

90% 260,500

95% 315,000

99% 426,000

Los resultados para pacientes con niveles menores de 400 ng/ml se representaron como se muestra en la FIG. 2 y
5 los analisis estadisticos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Analisis estadisticos de pacientes que tienen niveles de Gb3 urinaria < 400 ng/ml.

ng/ml

N° de casos 217

Minimo 37,000

Maximo 367,000

Intervalo 330,000

Mediana 129,000

Media 145,940

Desv. Estandar 69,397

C.v. 0,476
Método = CLEVELAND

1% 37,000

5% 62,700

10% 75,000

20% 89,900

25% 94,000

30% 105,000

40% 117,000

50% 129,000

60% 144,000

70% 163,800

75% 172,000

80% 200,100

90% 255,600

95% 290,000

99% 349,620

Los niveles de Gbh3 en la poblacion normal (N = 157) se muestran en la FIG. 3. La FIG. 4 es una representacion
combinada que muestra los resultados obtenidos para la poblacién cardiaca (N = 294) y el grupo de control sano (N
=157).
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Se contempla que cualquier realizacion analizada en esta memoria descriptiva se puede poner en practica con
respecto a cualquier método, estuche, reactivo o composicién de la invencion, y viceversa. Por otra parte, las
composiciones de la invencion se pueden usar para alcanzar los métodos de la invencion.

Se entendera que las realizaciones particulares descritas en la presente memoria se muestran a modo de ilustracion
y no como limitaciones de la invencion. Las principales caracteristicas de esta invencién se pueden emplear en
diversas realizaciones sin apartarse del alcance de la invencidn. Los expertos en la técnica identificaran, o seran
capaces de averiguar usando solo experimentacion habitual, numerosos equivalentes de los procedimientos
especificos descritos en la presente memoria. Se considera que tales equivalentes estan dentro del alcance de esta
invencién y estan cubiertos por las reivindicaciones.

El uso de la palabra "un" o "uno(a)", cuando se usa junto con el término "que comprende" en las reivindicaciones y/o
la memoria descriptiva, puede significar "uno", pero también es coherente con el significado de "uno o mas", "al
menos uno" y "uno o méas de uno". El uso del término "0" en las reivindicaciones se usa para significar "y/o" a menos
que se indique explicitamente que se refiere solamente a alternativas o las alternativas sean mutuamente
exclusivas, aunque la divulgacién apoye una definiciébn que se refiera solo a alternativas e "y/o". A lo largo de esta
solicitud, el término "aproximadamente" se usa para indicar que un valor incluye la variaciéon inherente de error para

el dispositivo, el método empleado para determinar el valor o la variacién que exista entre los sujetos del estudio.

Segln se usa en esta memoria descriptiva y la reivindicacién o reivindicaciones, las palabras "comprender" (y
cualquier forma de comprender, tal como "comprenden” y "comprende"), "tener" (y cualquier forma de tener, tal
como "tienen" y "tiene"), "incluir" (y cualquier forma de incluir, tal como "incluye" e "incluyen") o "contener" (y
cualquier forma de contener, tal como "contiene" y "contienen") son inclusivos y abiertos y no excluyen elementos o
etapas del método no citados adicionales.

El término "o combinaciones de los mismos", segun se define en la presente memoria, se refiere a todas las
permutaciones y combinaciones de los elementos listados que preceden al término. Por ejemplo, "A, B, C o
combinaciones de los mismos" pretende incluir al menos uno de: A, B, C, AB, AC, BC o ABC vy, si el orden es
importante en un contexto particular, también BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB, BAC o CAB. Continuando con este
ejemplo, se incluyen expresamente combinaciones que contienen repeticiones de uno o mas elementos o términos,
tales como BB, AAA, MB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB, etc. El experto entendera que tipicamente no hay
limite para el nimero de elementos o términos en cualquier combinacidn, a menos que sea evidente otra cosa a
partir del contexto.

Todas las composiciones y/o los métodos divulgados y reivindicados en la presente memoria se pueden elaborar y
ejecutar sin experimentacion excesiva a la luz de la presente divulgacién. Aunque las composiciones y los métodos
de esta invencion se han descrito en relacion con realizaciones preferidas, serd evidente para los expertos en la
técnica que se pueden aplicar variaciones a las composiciones y/o los métodos y en las etapas o en la secuencia de
etapas del método descrito en la presente memoria sin apartarse del concepto, el espiritu y el alcance de la
invencion. Se considera que todas estas sustituciones y modificaciones similares evidentes para los expertos en la
técnica estdn dentro del espiritu, el alcance y el concepto de la invencién segun se define mediante las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de cribado con respecto a la presencia de una cardiopatia, una afeccién cardiaca o un factor de riesgo
de cardiopatias en un sujeto humano al calcular los niveles de globotriaosilceramida (Gb3) en una muestra de orina,
que comprende las etapas de:

poner la muestra de orina procedente de un sujeto humano sobre un papel de filtro;
secar la muestra de orina puesta sobre el papel de filtro;
extraer con metanol la muestra de orina secada;

inyectar una porcion de la muestra de orina extraida en un sistema de LC-MS junto con una solucién
estandar radiomarcada que comprende una concentracion conocida de la Gb3 en metanol;

eluir la Gb3 en la muestra de orina y la solucién estandar con un gradiente de metanol/agua;

obtener uno o mas picos de la Gb3 en la muestra de orina y la solucién estandar en un espectro de masas
procedente del sistema de LC-MS;

crear una curva de calibracién representando un &rea de pico del uno o mas picos de Gb3 en la muestra
bioldgica y las soluciones estandar frente a un tiempo de retencion;

calcular el nivel de la Gb3 en la muestra de orina a partir de la curva de calibracion; y

determinar la presencia de la cardiopatia, la afeccion cardiaca o el factor de riesgo de cardiopatias si el
nivel de la Gb3 en la muestra de orina esta por encima de un valor liminar normal;

en donde el valor liminar normal es 200 ng/ml; y

en donde el sujeto humano es un sujeto humano sano, un paciente sin enfermedad de Fabry, un paciente
cardiaco sin enfermedad de Fabry o un sujeto sin predisposiciones genéticas a la enfermedad de Fabry.

2. El método segun la reivindicacién 1, que comprende ademas la etapa de asignar una medida de riesgo cardiaco o
prescribir un régimen de tratamiento para el sujeto humano basandose en una comparacién del nivel de Gb3 en la
muestra de orina y el valor liminar normal.

3. El método segun la reivindicacién 2, en el que la medida del riesgo cardiaco es proporcional al nivel de la Gb3 en
la muestra de orina del sujeto humano.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la cardiopatia o la afeccién cardiaca se
selecciona del grupo que consiste en cardiomiopatia hipertrofica, defectos del ritmo y la conduccion, arteriopatia
coronaria, arritmia, bloqueos de la conduccién y valvulopatia.
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