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DESCRIPCION
NGAL como biomarcador para la activacion del receptor de mineralocorticoides
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere a biomarcadores de la activacion del Receptor de Mineralocorticoides (RM) en un
paciente.

Estado de la técnica

El receptor de mineralocorticoides (RM) es un miembro de los receptores de hormonas esteroides clasicos que
incluyen al receptor de glucocorticoides (RG), receptor de andrégenos (RA), receptor de progesterona (RP) y receptor
de estrogenos (RE) (Funder, 1997). Estos receptores son factores de transcripcion activados por hormona que regulan
una amplia diversidad de procesos fisioldgicos que varian desde el desarrollo y la diferenciacion de érganos hasta el
control del estado de animo y la respuesta al estrés (Beato et al., 1995). La hormona fisiolégica para el RM es la
aldosterona, que es una hormona esteroide que secreta la glandula adrenal.

Los RM se han localizado en sitios no epiteliales en los vasos sanguineos, cerebro y corazén (Bonvalet JP. et al. 1995;
Lombes M, et al. 1992; Tanaka J. et al. 1997). Numerosos estudios a lo largo de los ultimos 10 afios sugieren que las
acciones no epiteliales de los mineralocorticoides son responsables de sus efectos fibréticos y tréficos vasculares y en
el miocardio (Brilla CG. et al. 1992, Ullian ME. et al. 1992; Young M. et al. 1994). Ademas, se han descubierto RM,
incluyendo células endoteliales de ser humano y células del musculo liso vascular (CMLV) (Hatakeyama H. et al. 1994)
y las células del miocardio en estudios animales (Silvestre JS. et al. 1988). Varios estudios (Brilla CG et al. 1992;
Young M. et al. 1994) han vinculado a los mineralocorticoides con la fibrosis del miocardio a través de la estimulacion
de la formacion de colageno en las células del miocardio.

Farquharson CA. et al. (2000) mostré de forma indirecta que la aldosterona podria tener un papel en la disfuncion
endotelial en la insuficiencia cardiaca crénica. Por lo tanto, el RM es una diana para farmacos importante, en particular
para el tratamiento de la hipertensién y de la insuficiencia cardiaca.

Por ejemplo, el antagonista de la aldosterona, la espironolactona (también conocida como ALDACTONE®, PFIZER)
se une al receptor de mineralocorticoides y bloquea la unién de la aldosterona. Este compuesto esteroide se utiliza
comunmente en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva. En realidad, la espironolactona ha mostrado ser
farmacolégicamente eficaz y bien tolerada para reducir los riesgos de muerte en conjunto, la muerte debida a la
insuficiencia cardiaca progresiva y la muerte subita a partir de causas cardiacas, asi como el riesgo de hospitalizacion
por causas cardiacas. La administracion de espironolactona a pacientes con insuficiencia cardiaca grave se evaluo en
el estudio Randomized Aldactone Evaluation Study: Estudio Aleatorizado de Evaluacién de la Aldactona (RALES). El
RALES fue un ensayo aleatorizado, con doble ocultacion, controlado por placebo, que incorporé participantes que
tenian insuficiencia cardiaca grave y una fracciéon de eyeccién del ventriculo izquierdo de no mas del 35 % y que
estaban recibiendo terapia convencional, la cual normalmente incluia un inhibidor de la enzima convertidora de la
angiotensina, un diurético de asa y, en algunos casos, digoxina. Los sujetos del RALES tratados con espironolactona
tenian una reduccion estadisticamente significativa de la mortalidad y de la frecuencia de hospitalizacién con respecto
a los sujetos tratados con el placebo (Pitt B. et al. 1999).

Asimismo, la eplerenona ejemplifica otro bloqueante de la unién de la aldosterona al receptor de mineralocorticoides.
Su accién es selectiva, en la que la eplerenona se une a receptores de mineralocorticoides de ser humano
recombinantes con preferencia a la unién a receptores de glucocorticoides, progesterona y andrégenos de ser humano
recombinantes. Los beneficios de terapéuticos asociados con la administracion de eplerenona se han demostrado en
multiples ensayos clinicos. En uno de tales estudios, que implicaba mas de 6.600 sujetos [The Eplerenone Post-Acute
Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study (EPHESUS)], se encontré que la eplerenona reduce de
forma significativa los riesgos de muerte atribuible a causas cardiovasculares y el riesgo de hospitalizacién para los
episodios cardiovasculares (Pitt B. et al. 2003). También se observé una reduccion en la tasa de muerte subita a partir
de causas cardiacas.

Sin embargo, la aldosterona no es la unica hormona enddégena conocida por activar el RM. Por ejemplo, los
glucocorticoides endégenos también pueden activar el RM. En realidad, los glucocorticoides han mostrado producir
estrés oxidativo e inflamacién vascular en las fases iniciales del desarrollo de la fibrosis cardiaca. Los efectos nocivos
de la activacion del RM en el sistema cardiovascular pueden asi producirse incluso en usencia de hiperaldosteronismo
(Funder JW, 2006) y los niveles plasmaticos de aldosterona no proporcionan indicio sobre la activacién del RM en el
sistema cardiovascular. Ademas, en la insuficiencia cardiaca, en el infarto de miocardio o en el dafio del érgano
afectado asociados con alta tension sanguinea, la expresion del RM esta aumentada en el corazén o en los vasos,
(Nagata K, et al. 2006; Takeda M. et al., 2007).

Por lo tanto, hay todavia una necesidad existente en la técnica del desarrollo de un método preciso y especifico para la
evaluacion de la activacion del RM en el sistema cardiovascular.
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Ademas, la administracion de un antagonista del RM a un paciente puede estar acompafiada de diversos efectos
secundarios adversos tales como hiperpotasiemia. En realidad, ha habido varias comunicaciones de hiperpotasiemia
grave después de la publicacién el estudio RALES. En una de tales comunicaciones, se describieron no menos de 25
episodios de hiperpotasiemia relacionada con espironolactona de pacientes que tuvieron que tratarse en urgencias
(Schepkens H. et al. 2001). Cuatro de los 25 pacientes precisaron medidas de reanimacion cardiovascular y 2 de los
25 pacientes murieron. Varios autores han estimado una incidencia clinicamente significativa de hiperpotasiemia de
aproximadamente el 10 % en pacientes que reciben este antagonista del RM.

Por lo tanto, hay todavia una necesidad existente en la técnica del desarrollo un método eficaz y especifico para
predecir la respuesta de un paciente afectado por insuficiencia cardiaca al tratamiento con un antagonista del RM, para
prevenir o limitar los efectos secundarios adversos de tal tratamiento.

Wang et al. (Clinical Chemistry, 2007, 53:1, 34-41) describe que la NGAL/lipocalina2 es un marcador inflamatorio
estrechamente asociado con la obesidad, la resistencia a la insulina y la hiperglucemia en seres humanos.

Hansen et al. (Immunology Letters, 2004, 91, 87-91) divulga que el antagonista del RM espironolactona (SPIR) reduce
la mortalidad y la morbilidad en pacientes con Insuficiencia Cardiaca Cronica inhibiendo la expresion citocinas a partir
de CMSP.

Owen et al. (Am J Physiol Endocrinal Metab, 2008, 294, E1023-E1034) describe el vinculo entre la NGAL/lipocalina y la
inflamacion en la respuesta a la dexametasona en condrocitos.

Objeto de la invencién

La presente invencion describe un método para evaluar la activacion del Receptor de Mineralocorticoides (RM) en un
paciente, que comprende determinar en una muestra biolégica obtenida de dicho paciente el nivel de expresion de uno
o dos biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en el gen de la Lipocalina Asociada a Gelatinasa de
Neutrofilos (NGAL) y el gen de SERPINA3.

La presente invencion se refiere a un método para la prediccién de la respuesta de un paciente a un tratamiento con un
antagonista del RM, comprendiendo dicho método determinar en una muestra biolégica obtenida de dicho paciente el
nivel de expresién de uno o dos biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en el gen de la Lipocalina
Asociada a Gelatinasa de Neutréfilos (NGAL) y el gen de SERPINA3, como se describe en las reivindicaciones.

La invencién también se refiere al uso de un antagonista del RM para tratar a un paciente afectado por una enfermedad
cardiovascular, siendo dicho paciente clasificado como respondedor mediante el método de la invencién.

Descripcion detallada de la invencién
Definiciones:

El término “RM” se refiere al receptor de mineralocorticoides. Como se utiliza en el presente documento, la expresion
“activacion del RM” se refiere a la activacion del receptor de mineralocorticoides mediante mineralocorticoides (es
decir, aldosterona) o glucocorticoides.

La expresion “antagonista del RM” se refiere a un compuesto, natural o no, que tiene la capacidad de inhibir (parcial o
totalmente) la activacion bioldgica del RM. Se conocen varios antagonistas del RM que incluyen la espironolactona, la
epoximexrenona y la eplerenona. El alcance de la presente invencion incluye todos los antagonistas del RM conocidos
ahora y los antagonistas del RM a descubrir en el futuro. El antagonista de la aldosterona puede ser un compuesto tipo
espironolactona (espironolactona, metabolitos activos de la espironolactona tales como canrenona o sales de los
mismos tales como canrenoato de potasio). El antagonista de la aldosterona también puede ser un antagonista de la
aldosterona epoxi esteroide. Otra serie de antagonistas del RM de tipo esteroide se ejemplifica mediante los derivados
de la espironolactona que contienen epoxi. Por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 4.559.332 describe
derivados de espironolactona como antagonistas del RM. Drospirenona (DRSP), que es un analogo para la
espironolactona, puede ser un antagonista del RM adicional.

La expresion “inhibidor de la aldosterona sintasa” esta destinada a incluir compuestos o agentes que inhiben la enzima
aldosterona sintasa, que transforma corticosterona a aldosterona hidroxilando corticosterona a la forma
18-OH-corticosterone y 18-OH-corticosterona a aldosterona. Son bien conocidos en la técnica diversos inhibidores de
la aldosterona sintasa. Dicho inhibidor de la aldosterona sintasa pueden ser inhibidores de la aldosterona sintasa
esteroides y no esteroides. El inhibidor de la aldosterona sintasa puede ser un inhibidor de la aromatasa no esteroide o
esteroide. Los inhibidores de la aromatasa no esteroides pueden incluir anastrozol y fadrozol (incluyendo el
(+)-enantidmero de los mismos). Un ejemplo de un inhibidor de la aromatasa esteroide es exemestano. Otro inhibidor
de la aldosterona sintasa no esteroide es el (+)-enantiomero del clorhidrato de fadrozol (patentes de Estados Unidos
4617307 y 4889861), como también se describe en Fiebeler A. et al. (2005).
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La expresioén “Lipocalina2” o “NGAL” tiene su significado general en la técnica y se refiere a la Lipocalina Asociada a
Gelatinasa de Neutrdfilos, como se describe en Schmidt-Ott KM. et al. (2007). NGAL puede ser de cualquier fuente,
pero normalmente es una NGAL de mamifero (por ejemplo, de ser humano o de un primate que no sea ser humano),
en particular una NGAL de ser humano. La expresion “gen de NGAL” se refiere a cualquier secuencia de nucleétidos
que codifica el ARNm de NGAL vy la proteina NGAL, tal como una secuencia de ADN gendmico, y cualquier NGAL de
origen natural y variantes y formas modificadas de la misma. También puede abarcar secuencias artificiales tales
como ADNc que codifica el ARNm de NGAL y la proteina NGAL. Una secuencia de nucledtidos ejemplar de NGAL
natural de ser humano se proporciona en la base de datos GenBank con el nimero de registro NM_005564. La
expresion “ARNm de NGAL” tiene su significado general en la técnica y se refiere al ARN mensajero que se sintetiza
durante la expresion del gen de NGAL. La expresion “proteina NGAL” se refiere a la secuencia de aminoacidos que se
produce por la expresion del gen de NGAL, y cualquier NGAL de origen natural y formas variantes y modificadas de la
misma. Una secuencia de aminoacidos ejemplar de NGAL natural de ser humano se proporciona en la base de datos
GenPept con el nimero de registro NP_005555. La expresion “proteina NGAL” como se usa en el presente documento
también abarca el complejo heterodimérico formado por NGAL y la metaloproteinasa MMP-9, también conocido como
gelatinasa B, colagenasa de tipo IV de 92 kDa, gelatinasa de 92 kDa y colagenasa de tipo V (Kjeldsen et al., 1993).

La expresion “anticuerpo anti NGAL” se refiere a un anticuerpo o fragmento del mismo que reconoce NGAL.

El término gen de “SERPINA3” tiene su significado general en la técnica, también es conocido como CT; AACT;
GIG24; GIG25; MGC88254. El nombre completo oficial de este gen es inhibidor de la peptidasa serpina, clado A
(antiproteinasa alfa 1-antitripsina), miembro 3. SERPINA3 puede ser de cualquier fuente, pero normalmente es una
SERPINA3 de mamifero (por ejemplo, de ser humano y de primate que no es ser humano), en particular una
SERPNA3 de ser humano. La expresiéon “gen de SERPINA3” se refiere a cualquier secuencia de nucleétidos que
codifica el ARNm de SERPINAS3 y la proteina SERPINA3, tal como una secuencia de ADN gendmico y cualquier
SERPINA3 de origen natural y formas variantes y modificadas de la misma. También puede abarcar secuencias
artificiales tales como el ADNc que codifica el ARNm de SERPINAS3 y la proteina SERPINA3. La expresion “ARNm de
SERPINAS3” tiene su significado general en la técnica y se refiere al ARN mensajero que se sintetiza durante la
expresion del gen de SERPINA3. La expresion “proteina SERPINA3” se refiere a la secuencia de aminoacidos que se
produce por la expresion del gen de SERPINA3 y cualquier SERPINA3 de origen natural y formas variantes y
modificadas de la misma.

La expresion “anticuerpo de SERPINA3” se refiere a un anticuerpo o un fragmento del mismo que reconoce la proteina
SERPINAS.

La expresion “sistema cardiovascular’ tiene su significado general en la técnica, e indica el sistema compuesto por el
corazoén, los vasos sanguineos o vasculatura, y las células y el plasma que constituyen la sangre.

La expresién “enfermedad cardiovascular” tiene su significado general en la técnica y se utiliza para clasificar
numerosas afecciones que afectan al corazon, las valvulas cardiacas, la sangre y la vasculatura del organismo. Las
enfermedades cardiovasculares incluyen disfuncion endotelial, arteriopatia coronaria, angina de pecho, infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension, enfermedad cerebrovascular, accidente cerebrovascular,
accidentes isquémicos transitorios, trombosis venosa profunda, arteriopatia periférica, cardiomiopatia, arritmias,
estenosis valvular adrtica y aneurisma.

Como se usa en el presente documento, la expresién “valor predeterminado de un biomarcador” se refiere a una
cantidad de un biomarcador en muestras bioldgicas obtenidas de la poblacién general o de una poblacién
seleccionada de sujetos. Por ejemplo, la poblacién seleccionada puede estar compuesta de sujetos aparentemente
sanos, tal como individuos que no hayan tenido anteriormente ningun signo o sintomas que indiquen la presencia de
enfermedad cardiovascular. En otro ejemplo, el valor predeterminado puede ser de la cantidad de biomarcador
obtenido de sujetos que tienen una enfermedad cardiovascular establecida. El valor predeterminado puede ser un
valor umbral o un intervalo. El valor predeterminado puede establecerse basandose en las mediciones comparativas
entre sujetos aparentemente sanos y sujetos con enfermedad cardiovascular establecida.

El término “paciente” como se utiliza en el presente documento indica un mamifero tal como un roedor, un felino, un
canino o un primate. Preferentemente, un paciente de acuerdo con la invencién es un ser humano.

Un paciente, o grupo de pacientes, “respondedor” o “sensible” a un tratamiento con un antagonista del RM o con un
inhibidor de la aldosterona sintasa, se refiere a un paciente, o grupo de pacientes, que muestra o mostrara un alivio
clinicamente significativo de la enfermedad cardiovascular cuando se trata con un antagonista del RM o con un
inhibidor de la aldosterona sintasa, respectivamente. De acuerdo con el método de la invencién, un paciente se
clasifica como respondedor a un tratamiento si la expresién de uno o dos biomarcadores seleccionados del grupo que
consiste en el gen de Lipocalina Asociada con Gelatinasa de Neutrofilos (NGAL) y el gen de SERPINA3 en dicho
paciente, es significativamente distinto el valor predeterminado obtenido de la poblacién general o de sujetos sanos.
Preferentemente, un paciente es un respondedor si el nivel de expresion de uno o dos biomarcadores seleccionados
del grupo que consiste en el gen de la Lipocalina Asociada a Gelatinasa de Neutroéfilos (NGAL) y el gen de SERPINA3,
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en dicho paciente, es mayor que el valor predeterminado obtenido de la poblacién general o de sujetos sanos.

Normalmente, el nivel de expresiéon en un paciente de dichos uno o dos biomarcadores se considera mayor que el
valor predeterminado obtenido de la poblacién general o de sujetos sanos, si la proporcion del nivel de expresion de
dichos uno o dos biomarcadores en dicho paciente con respecto al de dicho valor predeterminado es mayor que 1,2,
preferentemente que 1,5, incluso méas preferentemente que 2, incluso més preferentemente que 5, 10 o 20.

La expresion “sujetos sanos” como se utiliza en el presente documento se refiere a una poblacion de sujetos que no
padece ninguna afeccidn conocida y, en particular, que no estan afectados por ninguna enfermedad cardiovascular,
diabetes, obesidad o sindrome metabdlico.

La expresion “muestra bioldgica” significa cualquier muestra biolodgica obtenida de un paciente. Los ejemplos de tales
muestras incluyen liquidos, tejidos, muestras de células, 6rganos, biopsias, etc. Las muestras bioldgicas preferentes
son muestras de células o de tejidos. Las muestras biolégicas preferentes son sangre entera, suero, plasma u orina.

El término “biomarcador” como se utiliza en el presente documento, se refiere en general a una molécula, es decir, a un
gen (o acido nucleico que codifica dicho gen), proteina, cuya expresion en una muestra biolégica procedente de un
paciente se puede detectar mediante métodos convencionales en la técnica (asi como los descritos en el presente
documento), y es predictiva o indica una afeccion del paciente a partir del cual se obtuvo.

Métodos predictivos de la invencion:

La presente invencion se refiere a un método para evaluar la activacion del RM en un paciente que comprende
determinar en una muestra bioldgica obtenida de dicho paciente el nivel de expresién de uno o dos biomarcadores
seleccionados del grupo que consiste en el gen de la Lipocalina Asociada a Gelatinasa de Neutrofilos (NGAL) y el gen
de SERPINAS.

En una realizacion particular la invencion se refiere a un método para evaluar la activacion del RM en el sistema
cardiovascular de dicho paciente, que comprende determinar en una muestra bioldgica obtenida de dicho paciente el
nivel de expresién de uno o dos biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en el gen de la Lipocalina
Asociada con Gelatinasa de Neutréfilos (NGAL) y el gen de SERPINAS.

La presente invencion también se refiere a un método para predecir la respuesta de un paciente a un tratamiento con
un antagonista del RM, comprendiendo dicho método determinar en una muestra bioldgica obtenida de dicho paciente
el nivel de expresion de uno o dos biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en el gen de la Lipocalina
Asociada a Gelatinasa de Neutroéfilos (NGAL) y el gen de SERPINAS.

En una realizacién particular, el paciente esta afectado por una enfermedad cardiovascular. Mas particularmente,
dicho paciente estd afectado por una disfuncién endotelial, arteriopatia coronaria, angina de pecho, infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, hipertension, enfermedad cerebro vascular, accidente cerebrovascular,
accidentes isquémicos transitorios, trombosis venosa profunda, arteriopatia periférica, cardiomiopatia, arritmias,
estenosis aortica o aneurisma. En una realizacion particular, dicho paciente esta afectado por insuficiencia cardiaca
congestiva o hipertension.

En una realizacion particular, el paciente con una enfermedad cardiovascular ya se ha tratado con un tratamiento
seleccionado del grupo que consiste en inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, diuréticos,
vasodilatadores, betabloqueantes, digital y anticoagulantes.

En una realizacién, la invencion se refiere a un método para evaluar en un paciente la activacion del RM, que
comprende determinar la cantidad de ARNm de los uno o dos biomarcadores en una célula o muestra de tejido
obtenidos de dicho paciente.

La presente invencion también se refiere a un método para predecir la respuesta de un paciente a un tratamiento con
un antagonista del RM, comprendiendo dicho método determinar la cantidad de ARNm de los uno o dos
biomarcadores en una célula o muestra de tejido obtenidos de dicho paciente.

Las células preferentes son células mononucleares de sangre periférica (CMSP), macréfagos, células polinucleares, y
células endoteliales y células progenitoras endoteliales (EPC). Incluso mas preferentes, las células de acuerdo con la
invencion son las CMSP o células endoteliales. Los ARN totales se pueden extraer facilmente de las mismas. Las
células o muestra de tejido se pueden tratar antes de su uso, por ejemplo, para hacer que los acidos nucleicos estén
disponibles. Las técnicas de lisis celular o de proteinas, de concentracién o dilucidon de acidos nucleicos, son
conocidas para el experto.

La determinacidn del nivel de expresion de un gen se puede realizar mediante una diversidad de técnicas. En general,
el nivel de expresion segun se determina es un nivel de expresion relativo.
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Mas preferentemente, la determinacion comprende poner en contacto la muestra con reactivos selectivos, tales como
sondas, cebadores o ligandos, y detectar de este modo la presencia, o medir la cantidad, de acidos nucleicos de
interés que se encuentran originalmente en la muestra.

En una realizacién preferente, el nivel de expresion se puede determinar determinando la cantidad de ARNm.

Los métodos para determinar la cantidad de ARNm son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, en primer lugar el
acido nucleico contenido en las muestras (por ejemplo, célula o tejido preparados del paciente) se extrae de acuerdo
con métodos convencionales, por ejemplo utilizando enzimas liticas o soluciones quimicas o se extraen mediante
resinas de union a acidos nucleicos, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARNm extraido se detecta después
mediante hibridacién (por ejemplo, andlisis de transferencia de Northern) y/o amplificacién (por ejemplo, RT-PCR). En
una realizacién preferente, el nivel de expresion de los uno o dos biomarcadores se determina mediante RT-PCR,
preferentemente RT-PCR cuantitativa o semicuantitativa, incluso mas preferentemente RT-PCR cuantitativa o
semicuantitativa en tiempo real. En una realizacién preferente, el nivel de expresion del gen NGAL se evalua mediante
PCR cuantitativa utilizando los cebadores directo 5-GGACCAGGGCTGTCGCTACT-3 (SEQ ID NO: 1) e inverso
5-GGTGGCCACTTGCACATTGT-3 (SEQ ID NO: 2), o los cebadores directo 5-TCACCCTGTACGGAAGAACC-3’
(SEQ ID NO: 3) e inverso 5'- GGTGGGAACAGAGAAAACGA-3 (SEQ ID NO: 4).

Otros métodos de amplificaciéon incluyen reaccion en cadena de la ligasa (LCR), amplificacion mediada por
transcripcion (TMA), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) y amplificacion basada en la secuencia de
acidos nucleicos (NASBA).

Los &cidos nucleicos que tienen por lo menos 10 nucleétidos y presentan complementariedad de secuencia u
homologia con el ARNm de interés en el presente documento, encuentran utilidad como sondas de hibridacion o
cebadores de amplificacion. Se comprende que tales acidos nucleicos no necesitan ser idénticos, pero son
normalmente al menos el 80 % idénticos con la region homologa de tamafio comparable, mas preferentemente el 85 %
idénticos e incluso mas preferentemente el 90-95 % idénticos. En determinadas realizaciones, sera ventajoso utilizar
acidos nucleicos en combinacién con medios apropiados, tales como una etiqueta detectable, para la hibridacion de
deteccion. Se conocen en la técnica una amplia diversidad de indicadores apropiados que incluyen ligandos
fluorescentes, radiactivos, enzimaticos u otros ligandos (por ejemplo, avidina/biotina).

Las sondas comprenden normalmente &cidos nucleicos monocatenarios de entre 10 a 1000 nucledtidos de longitud,
por ejemplo, de entre 10 y 800, mas preferentemente de entre 15 y 700, normalmente de entre 20 y 500. Los
cebadores normalmente son acidos nucleicos monocatenarios mas cortos, de entre 10 a 20 nucledtidos de longitud,
disefiados para emparejarse de forma perfecta o casi perfecta con un acido nucleico de interés a amplificar. Las
sondas y cebadores son “especificas” para los acidos nucleicos con los que hibridan, es decir, hibridan
preferentemente en condiciones de hibridacién de alta rigurosidad (que corresponde a la mayor temperatura de fusion
Tm, por ejemplo, formamida al 50 %, SCC 5x o 6x. SCC es NaCl 0,15 M, citrato de Na 0,015 M).

Los cebadores o sondas de acidos nucleicos utilizados en el método de amplificacion y deteccién anterior se pueden
montar como un kit. Tal kit incluye cebadores y sondas moleculares consenso. Un kit preferente también incluye los
componentes necesarios para determinar si la amplificacion se ha producido. El kit puede también incluir, por ejemplo,
tampones y enzimas de PCR; secuencias de control positivo, cebadores de control de la reaccion e instrucciones para
amplificar y detectar las secuencias especificas.

Se divulga un método para evaluar la activacion del RM de un paciente que comprende medir la concentracion de las
una o dos proteinas biomarcadoras en una muestra biolégica obtenida de dicho paciente.

La invencion se refiere a un método para predecir la respuesta de un paciente a un tratamiento con un antagonista del
RM, que comprende medir la concentracion de las proteinas NGAL y, opcionalmente, SERPINA3 en una muestra
biologica obtenida de dicho paciente.

En una realizacion preferente, la concentracion de las una o dos proteinas biomarcadoras se mide en una muestra de
sangre, una muestra de plasma, una muestra de suero o una muestra de orina obtenida de dicho paciente.

Los métodos pueden comprender poner en contacto la muestra biolégica con un compafero de unién capaz de
interactuar de forma selectiva con las una o dos proteinas biomarcadoras presentes en la muestra bioldgica. El
comparniero de union puede ser un anticuerpo que puede ser policlonal o monoclonal, preferentemente monoclonal. En
otra realizacion, el compafiero de union puede ser un aptamero.

Los anticuerpos policlonales o fragmentos de los mismos pueden generarse de acuerdo con métodos conocidos,
administrando el antigeno o epitopo apropiado a un hospedador animal seleccionado, por ejemplo, de cerdos, vacas,
caballos, conejos, cabras, ovejas y ratones, entre otros. Para potenciar la produccién de anticuerpos se pueden utilizar
diversos adyuvantes conocidos en la técnica. Aunque los anticuerpos utiles en la practica de la invencion pueden ser
policlonales, son preferentes los anticuerpos monoclonales.
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Los anticuerpos monoclonales o un fragmento de los mismos se pueden preparar y aislar utilizando cualquier técnica
que proporcione la produccién de moléculas de anticuerpo mediante lineas celulares continuas en cultivo. Las técnicas
para la produccion y aislamiento incluyen, pero sin limitacion, la técnica del hibridoma descrita originalmente por Kohler
y Milstein (1975); la técnica del hibridoma de linfocitos B de ser humano (Cote et al., 1983) y la técnica del
hibridoma-VEB (Cole et al. 1985).

Como alternativa, las técnicas descritas para la produccion de anticuerpos monocatenarios (véase, por ejemplo, la
patente de Estados Unidos n.° 4.946.778) se pueden adaptar para producir anticuerpos monocatenarios anti NGAL o
anti SERPINAS3. Los anticuerpos utiles en la practica de la presente invencion también incluyen fragmentos anti NGAL
o anti SERPINAS3 que incluyen, pero sin limitacion, fragmentos F(ab’)2, que se pueden generar mediante la digestion
con pepsina de una molécula de anticuerpo intacta y fragmentos Fab, que se pueden generar reduciendo los enlaces
disulfuro de los fragmentos F(ab’)2. Como alternativa, se pueden construir bibliotecas de expresién de Fab y/o scFv
para permitir la identificacion rapida de fragmentos que tengan la especificidad deseada por NGAL o por SERPINAS3.
Por ejemplo, se puede utilizar la presentacion en fagos de anticuerpos. En tal método, se expresan Fv monocatenarios
(scFv) o fragmentos Fab, en la superficie de un bacteriéfago adecuado, por ejemplo M13. Brevemente, se retiran
células de vaso de un hospedador adecuado que ha sido inmunizado con una proteina, por ejemplo ratén. Las
regiones codificantes de las cadenas VL y VH se obtienen de las células que producen el anticuerpo deseado frente a
la proteina. Estas regiones codificantes se fusionan después con un extremo de una secuencia de fago. Una vez que el
fago se inserta en un trasportador adecuado, por ejemplo, bacteria, el fago presenta el fragmento de anticuerpo.
También se puede proporcionar la presentacion de anticuerpos en fagos mediante métodos combinatorios conocidos
para los expertos en la técnica. Los fragmentos de anticuerpo presentados por un fago pueden después utilizarse
como parte de un inmunoensayo.

Los anticuerpos monoclonales para NGAL se describen, por ejemplo, en Kjeldsen et al., (1996). Los ejemplos de
anticuerpos monoclonales para NGAL disponibles de forma comercial incluyen los obtenidos de Antibody Shop,
Copenhague, Dinamarca, como HYB-211-01, HYB-211-02 y NYB- 211-05. Normalmente, HYB-211-01 y HYB-211-02
se pueden utilizar con NGAL en su forma reducida y sin reducir. Los anticuerpos de NGAL también se pueden adquirir
de R&D Systems, con la referencia AF1857.

Los ejemplos de anticuerpos monoclonales para SERPINAS3 disponibles de forma comercial incluyen los obtenidos de
Abgent, Inc. San Diego y de Sigma-Aldrich Co.

El compafiero de unién puede ser un aptamero. Los aptameros son una clase de molécula que representa una
alternativa a los anticuerpos en términos de reconocimiento molecular. Los aptameros son secuencias de
oligonucledtidos u oligopéptidos con la capacidad de reconocer practicamente cualquier clase de molécula diana con
alta afinidad y especificidad. Tales ligandos pueden aislarse a través de Evoluciéon Sistematica de Ligandos mediante
Enriquecimiento Exponencial (SELEX) de una biblioteca de secuencias aleatorias, como se describe en Tuerk C.
1997. La biblioteca de secuencias aleatorias se puede obtener mediante sintesis de ADN por quimica combinatoria. En
esta biblioteca, cada miembro en un oligémero lineal, eventualmente modificado de forma quimica, de una secuencia
particular. Las posibles modificaciones, usos y ventajas de esta clase de moléculas, se han revisado en Jayasena
S.D., 1999. Los aptameros peptidicos consisten en regiones variables de anticuerpos restringidas
conformacionalmente, presentadas mediante una proteina plataforma, tal como Tiorredoxina A de E. coli, que se
seleccionan de bibliotecas combinatorias mediante métodos del doble hibrido (Colas et al., 1996).

Los compafieros de unién tales como anticuerpos o aptameros, pueden estar marcados con una molécula o sustancia
detectable, tal como una molécula fluorescente, una molécula radiactiva o cualquiera otra etiqueta conocida en la
técnica. Se conocen en la técnica etiquetas que en general proporcionan una sefial (ya sea directa o indirectamente).

Como se utiliza en el presente documento, el término “etiquetado”, con respecto al anticuerpo, pretende abarcar el
etiquetado directo del anticuerpo o aptamero mediante acoplamiento (es decir, union fisica) de una sustancia
detectable, tal como un agente radiactivo o un fluoréforo (por ejemplo, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o
ficoeritrina (PE) o indocianina (Cy5)) a un anticuerpo o aptamero, asi como el etiquetado indirecto de la sonda o
anticuerpo mediante reactividad con una sustancia detectable. Un anticuerpo o aptamero se puede marcar con una
molécula radiactiva mediante cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, las moléculas radiactivas
incluyen, pero sin limitacién, un atomo radiactivo para estudios centellograficos, tales como 1123, 1124, In111, Re 186,
Re188.

Los ensayos mencionados anteriormente en general implican la unién del compafiero de unién (es decir, anticuerpo o
aptamero) a un soporte sélido. Los soportes sdlidos que pueden utilizarse en la practica de la invencion incluyen
sustratos tales como nitrocelulosa (por ejemplo, en la forma de membrana o de pocillo de microtitulacion); polivinil
cloruro (por ejemplo, laminas o pocillos de microtitulacion); latex de poliestireno (por ejemplo, esferas o placas de
microtitulacion); fluoruro de polivinilideno; papel diazotizado; membranas de nylon; esferas activadas, esferas
sensibles al magnetismo y similares.

La concentracion de las una o dos proteinas biomarcadoras se puede medir utilizando técnicas de immunodiagnéstico
convencionales, que incluyen inmunoensayos tales como competicion, reaccion directa o ensayos de tipo “sandwich”.
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Tales ensayos incluyen, pero sin limitacidon, pruebas de aglutinacion; inmunoensayos ligados y mediados a enzima,
tales como ELISA; ensayos de tipo biotina/avidina; radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis; inmunoprecipitacion.

Mas particularmente, se puede utilizar un método ELISA, en el que los pocillos de una placa de microtitulacion se
recubren con un conjunto de anticuerpos que reconocen dichas una o dos proteinas biomarcadoras. Después, se
afade a los pocillos recubiertos una muestra biolégica que contiene o se sospecha que contiene dichas una o dos
proteinas biomarcadoras. Después de un periodo de incubacién suficiente para permitir la formacion de complejos
anticuerpo-antigeno, la(s) placa(s) se puede(n) lavar para retirar los restos no unidos y se afiade una molécula de
union secundaria marcada de forma detectable. Se deja que la molécula de unién secundaria reaccione con cualquier
proteina marcadora de la muestra capturada, se lava la placa y se detecta la presencia de la molécula de unién
secundaria utilizando métodos bien conocidos en la técnica.

Los métodos de ELISA adecuados para la deteccion de NGAL se describieron en Kjeldsen et al. (1996), Mishra J. et al.
(2005) y Wang et al. (2007). Blaser J. et al. (1995) describié un inmunoensayo de enzimas de tipo sandwich para la
deteccion de NGAL. Xu SY. et al. (1994) describié un radioinmunoensayo para la deteccion de NGAL.

Los kits de ELISA para la deteccion de NGAL estan disponibles de forma comercial de Antibody Shop (Grusbakken 8
DK-2820 Gentofte - Dinamarca) con la referencia KIT 036 o KIT 037, de R & D Systems Europe (Lille - Francia) con la
referencia DLCN20 y de MBL International, Woburn, MA 01801, EUA), con la referencia CY-8070. Esta disponible de
forma comercial un inmunoensayo para cuantificar las concentraciones del complejo NGAL/MMP9 de R&D Systems
Europe (Lille - Francia) con la referencia DM9L20.

Medir la concentracion de las una o dos proteinas biomarcadoras (con o sin métodos basados en inmunoensayo)
puede también incluir la separacién de los compuestos: centrifugacion basada en el peso molecular de los
compuestos; electroforesis basada en la masa y la carga; HPLC basada en la hidrofobicidad; cromatografia de
exclusioén por tamafio basada en el tamafio y afinidad de fase sélida basada en la afinidad del compuesto por la fase
sélida particular que se utiliza. Una vez separadas, dichas una o dos proteinas biomarcadoras se pueden identificar
basandose en el “perfil de separacion” conocido por ejemplo, tiempo de retencién, para el compuesto y se pueden
medir utilizando técnicas convencionales.

Como alternativa, los compuestos separados pueden detectarse y medirse mediante, por ejemplo, un espectrometro
de masas.

En una realizacion, el método de la invencion comprende una etapa de comparacion de la concentracion de dichas una
o dos proteinas biomarcadoras con un valor umbral predeterminado. Dicha comparacion es indicativa de la respuesta
del paciente al tratamiento con un antagonista del RM. Normalmente, un paciente humano puede considerarse que es
un respondedor al tratamiento si la concentracion de la proteina NGAL en sangre antes del tratamiento es mayor que
70 pg/l, preferentemente mayor que 80 pg/l, incluso mas preferentemente mayor que 85 pg/l, 90 pg/l, 95 pg/l, 100 ug/l,
125 pg/l, 150 pg/l o 200 pg/l.

Kits de lainvencién

También se describen kits que comprenden materiales Utiles para llevar a cabo el método para evaluar la activacion
del RM en un paciente y el método para predecir la respuesta de un paciente a un tratamiento con un antagonista del
RM. Estos métodos los pueden realizar laboratorios de diagnéstico, laboratorios experimentales o facultativos. Se
divulgan kits que se pueden utilizar en estos distintos entornos.

El material y los reactivos para la deteccion de NGAL y/o SERPINA3 en una muestra biolégica se pueden montar
juntos en un kit.

También se describe un kit que comprende:

a) medios para deteccion de la proteina NGAL; y
b) medios para la deteccion de la proteina SERPINA3.

Normalmente dicho kit comprende:

a) un compafero de union de la proteina NGAL; y
b) un compafiero de unién de la proteina SERPINA3.

Normalmente dicho compafiero de unién es un anticuerpo.

El compariero de unién puede etiquetarse para una deteccion mas sencilla. Puede estar o no inmovilizado sobre una
superficie sustrato (por ejemplo, esferas, matriz y similares). Normalmente, puede incluirse en el kit una superficie
sustrato (por ejemplo membrana) para la inmovilizacién del compariero de unién (por ejemplo, mediante electroforesis
en gel y transferencia a membrana).
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Ademas, un kit en general también comprende por lo menos un reactivo para la detecciéon de un complejo entre el
comparniero de union incluido en el kit y el biomarcador.

Dependiendo del procedimiento, el kit puede comprender adicionalmente uno o mas de: tampén y/o reactivos de
extraccion y medios de deteccion. Se pueden incluir en el kit protocolos para el uso de estos tampones y reactivos,
para la realizacion de las distintas etapas del procedimiento.

Los distintos reactivos incluidos en el kit pueden proporcionarse en una forma solida (por ejemplo liofilizados) o liquida.
Los kits opcionalmente pueden comprender distintos envases (por ejemplo, vial, ampolla, tubo de ensayo, matraz o
botella) para cada tampédn y/o reactivo individual. En general, cada componente sera adecuado como se alicuota en su
respectivo envase o se proporcionara en una forma concentrada. También se pueden proporcionar otros envases
adecuados para realizar determinadas etapas de los métodos divulgados. Los envases individuales del kit se
mantienen preferentemente en confinamiento cerrado para la venta comercial.

Un kit puede comprender instrucciones para el uso de sus componentes para la prediccién del riesgo de insuficiencia
cardiaca en un sujeto de acuerdo con un método de la invencion. Las instrucciones para el uso del kit de acuerdo con
los métodos de la invencidn pueden comprender instrucciones para procesar la muestra bioldgica obtenida del sujeto
y/o para realizar la prueba, o instrucciones para la interpretacion de los resultados. Un kit también puede contener
informacion en la forma que prescribe una agencia gubernamental que regula la fabricacién, uso o venta de productos
farmacéuticos o bioldgicos.

Métodos terapéuticos de la invencién:

El método puede ser util para clasificar pacientes afectados por enfermedad cardiovascular y después puede utilizarse
para elegir el tratamiento preciso para dicho paciente. Por ejemplo, los pacientes clasificados como respondedores o
no respondedores pueden recibir asi una cantidad apropiada del antagonista del RM.

Asi, tal método puede ayudar al médico a hacer una eleccién sobre el tratamiento terapéutico. Los costes de los
tratamientos por lo tanto pueden adaptarse al riesgo de los pacientes.

Por lo tanto, otro aspecto de la divulgacion se refiere a un método para el tratamiento de un paciente afectado, y/o la
prevencién en un paciente en riesgo, de una enfermedad, que comprende las etapas que consisten en:

a) determinar si dicho paciente es un respondedor o un no respondedor a un tratamiento con un antagonista del
RM, realizando el método in vitro para la prediccion de la respuesta de dicho paciente de acuerdo con la invencién,
en el que el paciente se clasifica como un respondedor si el nivel de expresion de dichos uno o dos biomarcadores
en dicho paciente, es mayor que el valor predeterminado obtenido de la poblacién general o de sujetos sanos y
b) administrar un antagonista del RM a dicho paciente, si en la etapa a) se ha determinado que dicho paciente es un
respondedor, dicha enfermedad es una enfermedad cardiovascular.

El antagonista del RM puede administrarse en forma de una composicion farmacéutica. Preferentemente, dicho
antagonista se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Por una “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende una cantidad suficiente del antagonista del RM para tratar y/o
para prevenir la enfermedad cardiovascular en una proporcidon beneficio/riesgo razonable aplicable a cualquier
tratamiento médico.

Se comprendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones lo decidira el médico responsable, dentro
del alcance del buen juicio médico. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier paciente
particular dependera de una diversidad de factores que incluyen el trastorno a tratar y la gravedad del trastorno; la
actividad del compuesto especifico empleado; la composiciéon especifica empleada, la edad, peso corporal, salud
general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracién, via de administracion y la tasa de excrecion del
compuesto especifico empleado; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados en combinacién o coincidentes
con el polipéptido especifico empleado y factores similares bien conocidos en la técnica médica. Por ejemplo, esta
dentro de las habilidades de la técnica iniciar las dosis del compuesto en niveles menores de los necesitados para
conseguir el efecto terapéutico deseado y aumentar de forma gradual la dosificacion hasta que se consigue el efecto
deseado. Sin embargo, la dosificacion diaria de los productos se puede variar a lo largo de un amplio intervalo desde
0,01 hasta 1.000 mg por adulto por dia. Preferentemente, las composiciones contienen 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5,
5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del principio activo para el ajuste sintomatico de la dosificacion para el
paciente a tratar. Un medicamento normalmente contiene desde aproximadamente 0,01 mg hasta aproximadamente
500 mg del principio activo, preferentemente desde 1 mg hasta aproximadamente 100 mg del principio activo. Una
cantidad eficaz del farmaco se proporciona habitualmente en un nivel de dosificacion desde 0,0002 mg/kg hasta
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal por dia, en especial desde aproximadamente 0,001 mg/kg hasta 7 mg/kg
de peso corporal por dia.
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Un objetivo adicional de la invencion es el uso de un antagonista del RM, para la preparacion de un medicamento para
tratar a un paciente afectado por una enfermedad cardiovascular, clasificando a dicho paciente como respondedor
mediante el método descrito anteriormente.

Un objetivo adicional de la invencién se refiere a un antagonista del RM para su uso en el tratamiento de un paciente
afectado por una enfermedad cardiovascular, clasificando a dicho paciente como respondedor mediante el método de
la invencién.

Se divulga un antagonista del RM para el tratamiento de un paciente afectado por una enfermedad cardiovascular,
diabetes, obesidad o sindrome metabdlico, en el que dicho paciente tiene un nivel de expresién de los dichos uno o
dos biomarcadores mayor que un valor predeterminado, obtenido de la poblacién general o de sujetos sanos.

Se divulga adicionalmente el uso de uno o dos biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en el gen de la
Lipocalina Asociada a Gelatinasa de Neutréfilos (NGAL) y el gen de SERPINAS, como biomarcador/biomarcadores de
la activacion del RM en un paciente.

Incluso se divulga adicionalmente un método para el control de un tratamiento de un paciente con un antagonista del
RM que comprende evaluar la activacion del RM mediante el método de acuerdo con la invencion y, de forma opcional,
comparar el nivel de expresion de los dichos uno o dos biomarcadores, con un valor predeterminado que representa
una fase predeterminada de la activacion del RM, indicando el nivel de expresion de los dichos uno o dos
biomarcadores con respecto al valor predeterminado, la evolucion de la activacién del RM y por lo tanto el grado de
eficacia del tratamiento.

La invencion se ilustrara adicionalmente a la vista de las figuras y los ejemplos.
Descripcion de las figuras

Figura 1A: Evoluciéon temporal de la expresion de NGAL en modelos con sobreexpresion cardiaca
condicional del RM. Lcn2 representa lipocalina2 (NGAL). HPRT representa gen constitutivo de control. Cnt
representa ratones miembros de la misma camada de control. DT representa ratones doble transgénicos con
sobreexpresion de RMh condicional.

Figura 1B: Expresion de la proteina NGAL en el corazén de RM. Lcn2 representa lipocalina2 (NGAL). GAPDH
representa proteina constitutiva de control. Cnt representa ratones de control miembros de la misma camada. DT
representa ratones doble transgénicos con sobreexpresion de RMh condicional.

Figura 2: Expresion de NGAL en el corazén de RM frente a ratones que sobreexpresan GR. Lcn2 representa
lipocalina2 (NGAL). HPRT representa gen constitutivo de control. Cnt representa ratones de control miembros de la
misma camada. DT representa ratones doble transgénicos con sobreexpresion de RMh o de RGh condicional.
Figura 3: Expresion de NGAL en diversos modelos. A y B: PCR cuantitativa; C y D: ELISA. Cnt representa
ratones de control miembros de la misma camada. DT representa ratones dobles transgénicos con sobreexpresion
de RMh condicional. Aldo-sal significa ratones uninefrectomizados tratados con infusién de aldosterona y que
beben NaCl al 1 %. La expresion del RM especifica de endotelios se obtiene mediante la expresion del RM
condicional dirigida solo al endotelio.

Figura 4: Expresion de NGAL en un modelo celular de cardiomiocitos de rata (células H9C2) que expresan
de forma estable el RM de rata. Cnt representa control (diluyente). Aldo y cortico representan aldosterona y
corticosterona, respectivamente. RU28318 es un antagonista del RM, RU 486 es un antagonista del RG. Bactina es
un gen constitutivo utilizado para la normalizacion.

Figura 5A: Expresion de NGAL en un modelo de ratén de diabetes de tipo Il. Lcn2 representa lipocalina2
(NGAL). Cnt representa ratones de control miembros de la misma camada. Db/dB representan ratones diabéticos.
Figura 5B: Evolucién de los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL. Lcn2 plasmatica en ratones de control y
db/db, con y sin tratamiento con canrenoato durante 17 semanas.

Figura 6: Induccién dependiente de RM de la lipocalina2/NGAL en el corazén y el plasma de ratas con
insuficiencia cardiaca. A. La expresion de lipocalina2/NGAL aumenta 2 veces en el ventriculo izquierdo del
corazéon de ratas con insuficiencia cardiaca inducida por caquexia. La induccién se previene completamente
mediante la dosis eficaz de espironolactona (50 mg/kg/dia, capaz de prevenir los sintomas de insuficiencia
cardiaca). B. Los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL también aumentan en el plasma de la rata con
insuficiencia cardiaca (Figura 6B). El aumento se previene cuando los animales se tratan con espiro 50 mg/kg/d
(IC + espiro 50 mg/kg/d frente a IC).

Figura 7: Validacion de los genes diferenciales identificados en el analisis de micromatrices en el modelo
de raton de sobreexpresion cardiaca de RM. Se aumenta de forma significativa la expresion de Serpina3 en el
corazéon de ratones que sobreexpresan el RM (DT-RM), pero no se modifica en el corazén de ratones que
sobreexpresan RG (DT-RG). Los valores de los niveles de ARNm se normalizaron en cada muestra para los
valores del ARNm de ubc. Estos valores en el control se establecieron como 1 para cada gen y en la figura se
muestran los cambios en veces. *, p<0,05, ** p<0,01 frente al control, utilizando la prueba U de Mann-Whitney.
Figura 8: Especificidad de RM de la expresion de serpina3 en células H9C2/RM. Mediante aldosterona (aldo)
1 nMy corticosterona (cortico) 10 nM durante 24 h, se aumenta la expresién de serpina3 mediante un mecanismo
dependiente del RM, como se muestra utilizando RU28318, un antagonista especifico del RM. Los valores de los
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niveles del ARNm se normalizaron en cada muestra para los niveles del ARNm de B actina. Estos valores en el
control (células no tratadas) se establecieron como 1 para cada gen, y en la figura se muestran los cambios en
veces. **, p<0,01 frente al control (no esteroide), utilizando analisis de ANOVA.

Figura 9A: Evolucion temporal de la induccion de Serpina3 en células HIC2/RM tratadas con aldosterona
10 nM. La expresién de Serpina3 se induce de forma muy alta después de 24 horas de exposicion a la aldosterona.
Los valores de los niveles de ARNm se normalizaron en cada muestra para los niveles de ARNm de la 8 actina.
Estos valores en el control (células no tratadas) se establecieron como 1 para cada gen, y se muestran en la figura
los cambios en veces. *, p<0,05, **, p<0,01 frente al control (no esteroide), utilizando analisis de ANOVA.

Figura 9B: Respuesta dependiente de la dosis de la induccion de Serpina3 con aldosterona.

La induccién de la expresion de Serpina3 mediante la aldosterona es dependiente de la dosis. Los valores de los
niveles del ARNm se normalizaron en cada muestra para los niveles del ARNm de la 8 actina. Estos valores en el
control (células no tratadas) se establecieron como 1 para cada gen, y en la figura se muestran los cambios en
veces. *, p<0,05, **, p<0,01 frente al control (no esteroide), utilizando analisis de ANOVA.

Figura 10: Induccion de Serpina 3 dependiente del RM en el corazén de ratas con insuficiencia cardiaca.
La expresién de Serpina3 aumenta de forma muy alta en el ventriculo izquierdo del corazén de ratas con
insuficiencia cardiaca inducida por caquexia. La induccion se previene mediante la dosis eficaz de espironolactona
(50 mg/kg/dia, capaz de evitar los sintomas de insuficiencia cardiaca). **, p<0,01 frente a simulado; #, p<0,05,
frente a Placebo (insuficiencia cardiaca, administracion de placebo) utilizando analisis de ANOVA.

EJEMPLO 1

Ratones transgénicos para RM y RG: Los ratones transgénicos para el receptor de mineralocorticoides (RM) y
el receptor de glucocorticoides (RG) permiten la expresién condicional del RM y el RG de ser humano,
respectivamente. Los ratones transgénicos para RM y RG se obtuvieron mediante reproduccién de los ratones
aceptores generados en el laboratorio, que permitié la expresién condicional, inducible del RMh o del RGh cuando se
cruzaban con los ratones transactivadores apropiados. Estos modelos transgénicos condicionales se han descrito en
OQuvrard-Pascaud et al. (2005) y Sainte-Marie et al. (2007). Para identificar los genes modulados de forma selectiva en
el corazén mediante el RM, los ratones aceptores de RM y RG se cruzaron con los ratones transactivadores de
MHC-tTA proporcionados por G. Fishman, Universidad de Colombia, NY, EUA) (Yu et al. 1996), que permiten la
expresion del RMh y del RGh especifica de cardiomiocitos, respectivamente. Esto dio como resultado una
sobreexpresion de 4 veces del RM o el aumento de 3 veces en la unién de glucocorticoide en el corazén de los ratones
condicionales para RM o RG, respectivamente, en comparaciéon con los miembros de la misma camada de control.
Para evitar la letalidad prematura embrionaria, la progenie RM se traté con Dox desde la gestacion hasta el nacimiento,
permitiendo que se produzca la expresion solo el dia 7 después del nacimiento.

Muestras, aislamiento de ARN, etiquetado e hibridacion: Se aislé ARN total de corazones completos procedentes
de 5 ratones transgénicos para RM de un mes, 5 ratones transgénicos para RG de un mes, utilizando reactivo
TRIZOL® (Life technologies). Las muestras de referencia para los ratones transgénicos para RM consistian de ARN
total de corazén entero extraido de 5 miembros de la misma camada de control (misma edad, misma reproduccion) de
los ratones transgénicos para RM. Las muestras de referencia para los ratones transgénicos para RG consistian de
ARN total de corazén entero extraidas de 5 miembros de control de la misma camada (misma edad, misma cria) que
los ratones transgénicos para el RG. El ARNm se aisl6 utilizando el kit Oligotex ARNm (Qiagen). La calidad del ARN y
del ARNm se evalud utilizando un bioanalizador Agilent 2100.El ARNm procedente de ratones transgénicos para RM
se agrupd y se marcé con Cy3 en tres reacciones distintas. EI| ARNm procedente de la referencia para los ratones
transgénicos para RM se agrupd y marcé con Cy3 en tres reacciones distintas. EI ARNm procedente de ratones
transgénicos para RG se combiné en tres grupos que se marcaron cada uno con Cy5 en dos reacciones distintas. El
ARNm procedente de la referencia para los ratones transgénicos para RG se agrupd y marcé con Cy3 en seis
reacciones distintas. Los ADNc marcados con Cy3 y Cy5 se prepararon utilizando el kit CyScribe ADNc Post Labeling
(Amersham Pharmacia Biotech). Las reacciones de etiquetado se realizaron de forma separada para cada
micromatriz. Se realizaron tres hibridaciones de micromatrices para los ratones transgénicos para RM y seis para los
ratones transgénicos para RG. La mezcla de hibridacion se preincubé con ADN de Cot-I de ser humano (Gibco-BRL),
ARNt de levadura y ARN poliA, y se hibridé con una micromatriz.

Micromatrices: Las micromatrices se prepararon en el laboratorio utilizando sondas de oligonucleétidos de 50-meros
(MWG Biotech®). Las sondas se aplicaron de forma puntual sobre portaobjetos de vidrio recubiertos con epoxisilano
utilizando Lucidea Array Spotter de Amersham. Los 5419 genes que se representaron en la micromatriz se habian
seleccionado por su implicacion en el funcionamiento normal y patoldgico del musculo cardiovascular y/o esquelético.
La seleccion estaba basada en 1) experimentos de hibridacion sustractiva (Steenman et al. 2005), 2) hibridaciones en
micromatriz de barrido genémico (Steenman et al. 2003) y 3) datos de la bibliografia. La micromatriz contenia
oligonucledtidos especificos de ratdn y oligonucleétidos de ser humano con homologia de por lo menos el 80 % con la
secuencia de raton correspondiente. Cada sonda génica se aplicé de forma puntual por triplicado.

Extraccion de los datos sin procesar y consolidacion: Las matrices hibridadas se escanearon mediante
microscopia confocal de fluorescencia (Scanarray 4000XL, GSl-Lumonics). Las mediciones de la sefial de
fluorescencia se obtuvieron de forma separada para cada fluorocromo a una resolucion de 10 pm/pixel. Las
intensidades de las sefales de hibridaciéon y de fondo, y los parametros de control de calidad se midieron utilizando
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GenePix Pro 5.0 (Axon®). Se realizé un procedimiento de normalizacion Lowess (Yang et al. 2002) para corregir los
sesgos técnicos. El procedimiento se aplicé canal por canal como se describié anteriormente (Workman et al. 2002).
Para cada micromatriz, las intensidades de la sefial de Cy3 y de Cy5 se normalizaron de forma individual con respecto
a un prototipo definido, como el perfil promedio de todas las intensidades de la sefial de Cy3 o Cy5.

Analisis estadisticos de las micromatrices: Se utilizaron para identificar genes con expresion diferencial
estadisticamente significativa el Analisis de Significacion de Micromatrices (ASM) (Tusher et al. 2001) y los Modelos
Lineales para datos de Micromatrices (Limma) (Smyth 2004). Se utiliz6 analisis de una clase para identificar genes
expresados de forma diferencial entre los ratones transgénicos y de referencia, y se utilizé analisis de dos clases para
identificar genes expresados de forma diferencial entre ambos modelos de ratones transgénicos. El analisis de una
clase de los ratones transgénicos para RM dio como resultado la identificacion de 520 genes que se identificaron
mediante ASM (TFD (tasa de falso descubrimiento) = 0,05 %) y Limma (correccién “TFD”, p<0,01). El analisis de una
clase de los ratones transgénicos para RG dio como resultado la identificacion de 1232 genes que se identificaron
mediante ASM (TFD = 0,03 %) y Limma (correccion “TFD”, p<0,01). El analisis de dos clases dio como resultado la
identificacion de 529 genes que se identificaron mediante ASM (TDF = 0,09 %) y Limma (correccion “TDF”, p<0,01).

Expresion de NGAL en diversos modelos de raton transgénicos o farmacolégicos con activaciéon del RM: La
expresion cuantitativa del ARNm de NGAL se analizé mediante PCR cuantitativa (Q-PCR, Light Cycler, Biorad)
utilizando los cebadores directo 5-GGACCAGGGCTGTCGCTACT-3* (SEQ ID NO: 1) e inverso
5-GGTGGCCACTTGCACATTGT-3 (SEQ ID NO: 2) en 25 pl de RT-PCR (utilizando el kit gPCR Core para Sybr
Green | de Eurogentec), preparados utilizando 2 ug de ARN total sin ADN extraido de corazén de ratones transgénicos
para RM de uno, dos y tres meses y comparados con los miembros de la misma camada correspondientes, asi como
ratones transgénicos para RG de dos meses (y los respectivos miembros de la misma camada de control). La
expresion de proteina para NGAL se analizd en extractos de proteina cardiacos procedentes de ratones para RM de
dos meses utilizando un anticuerpo especifico de NGAL (AF1857, R&D Systems). La concentracion plasmatica de
NGAL se estimo utilizando un ensayo de ELISA especifico para NGAL murina (proporcionado por A. Xu, Hong-Kong)
(Wang et al., 2007)

La expresién cuantitativa del ARNm de NGAL también se analizé6 mediante Q-PCR en el corazén de ratones con
uninefrectomia y tratados con infusion de aldosterona (60 pg/kg/d, minibombas ALZET de 0,25 pl/h) y sal al 1 % en
agua potable durante 3 semanas (en comparacion con los ratones solo uninefrectomizados de control), y en la aorta
toracica de ratones de 9 meses con sobreexpresion condicional del RM de ser humano, obtenida solo después de la
reproduccion apropiada de los ratones transgénicos para RM descritos anteriormente con un ratén transactivador
especifico de endotelio (que proporciond L. E. Benjamine, Harvard, EUA) (Sun et al., 2005) que permitio la expresion
condicional del RMh solo en el endotelio.

Se estimé también en el plasma de ratones de 3 meses la concentracion plasmatica de NGAL con uninefrectomia y
tratados con infusién de aldosterona (60 pg/kg/d, minibombas ALZET de 0,25 pl/h) y sal al 1 % en agua potable
durante 3 semanas (en comparacion con ratones de control solo uninefrectomizados), asi como en ratones de 9 meses
con sobreexpresion del RM especifica de endotelio, en comparacién con los miembros de la misma camada de control.

Expresion de NGAL en un modelo celular de cardiomiocitos de rata (células H9C2) que sobreexpresan de
forma estable RM de rata (Fejes-toth, Endocrinology, 2007)

La expresion cuantitativa del ARNm de NGAL se analizé6 mediante PCR cuantitativa (Q-PCR, Light Cycler, Biorad)
utilizando los cebadores directo 5-TCACCCTGTACGGAAGAACC-3 (SEQ ID NO: 3) e inverso
5-GGTGGGAACAGAGAAAACGA-3’ (SEQ ID NO: 4) en 25 pl de RT-PCR (utilizando el kit gPCR Core para Sybr
Green | de Eurogentec) preparado utilizando 2 ug de ARN total sin ADN extraido de células H9-C2/RM de rata tratadas
con diversas concentraciones de aldosterona o con corticosterona 108M o con antagonista del RM RU 28318 o
antagonista del RG RU 486 10-% M, solos o en combinacion.

Expresion de NGAL en un modelo de ratén de diabetes tipo Il (ratones db/db con una mutacion espontanea en
el gen del receptor de leptina)

Se estimd la concentracion plasmatica de NGAL, utilizando un ensayo ELISA especifico para NGAL murino (que
proporcion6 A. Xu, Hong-Kong) (Wang et al., 2007), en ratones db/db antes y después del tratamiento con el
antagonista farmacoldgico del RM canrenoato, Sigma-Aldrich, 100 mg/kg/dia en agua potable, 45 dias)

Resultados:

El ARNm de Lipocalina2/NGAL se expresa de forma fuerte (x 60-200) en el corazén de ratones con sobreexpresion
condicional del RM de ser humano (DT), en comparacion con los miembros de la misma camada de control (Cnt) a la
edad de 1, 1,5 o 3 meses (Figura 1A). La proteina Lipocalina2/NGAL también se indujo fuertemente en el corazén de
ratones de 1,5 meses con sobreexpresion condicional del RM de ser humano (DT), en comparacién con los miembros
de la misma camada de control (Cnt) (Figura 1B). Esto es altamente sensible dado que la induccién de la expresién de
la lipocalina2/NGAL en los miembros de la misma camada de control nunca superé x 1,3. La especificidad sobre el RG,
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estrechamente relacionado, se evalu6 analizando la expresion de lipocalina/NGAL en el corazén de ratones que
sobreexpresan RG de 2 meses (Figura 2). La expresion de la NGAL se indujo 75 veces mas en el corazén de ratones
que sobreexpresan el RM que en ratones que sobreexpresan el RG.

La expresion de Lipocalina2/NGAL aumenta en el corazén de ratones con 3 semanas de estimulaciéon farmacolégica
del RM (modelo aldo/sal) asi como en la aorta de ratones de 9 meses con sobreexpresion condicional del RM dirigida
al endotelio (DT, en comparacion con los miembros de la misma camada, Cnt) (Figura 3 A-C). Cabe destacar que los
niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL también aumentan en estos dos modelos de raton, sugiriendo la secrecion a
partir de la pared endotelial (Figura 3 B-D).

La expresion de Lipocalina2/NGAL aumenta en las células HOC2/RM tratadas con aldosterona 108 M durante 24 horas
(Figura 4A). Este aumento de la expresion de Lipocalina2/NGAL se evita mediante la adicion a la aldosterona 108 M de
antagonista del RM RU 28318, pero no con el antagonista del RG RU 486 (Figura 4A). La corticosterona 108 M (una
hormona glucocorticoide) también estimuld la expresion de Lipocalina2/NGAL en células H9C2/RM (Figura 4B). Este
aumento también se evita mediante el antagonista del RM RU 28318, pero no mediante el antagonista del RG RU 486
(Figura 4B), lo que indica que la corticosterona también estimula la expresion de Lipocalina2/NGAL a través del RM. El
evolucion temporal del estudio indicé que la expresidon de Lipocalina2/NGAL se indujo después de 24 horas de
aldosterona 10®M y se mantuvo sostenida después de 48 horas de estimulacion (Figura 4C). La expresion de
Lipocalina2/NGAL se estimula mediante concentraciones crecientes de aldosterona, indicando un efecto mediado por
el RM especifico (Figura 4D).

Los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL también aumentan en el plasma de un modelo de ratén de diabetes tipo
Il (db/db) (Figura 5A y Figura 5B, control frente a db/db). También se analiz6 en estos ratones el efecto de 17 semanas
antagonismo farmacoldgico del RM.

La Figura 5B representa los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL en los ratones de control y db/db, con y sin
tratamiento con canrenoato. El aumento de los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL en ratones db/db se evita
mediante el tratamiento in vivo de 17 semanas de los ratones db/db con el antagonista del RM canrenoato (Figura 5B,
db/db + canrenoato). El canrenoato no tuvo efecto sobre los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL en los ratones de
control (control + canrenoato). Esto demuestra que el nivel plasmatico de lipocalina2/NGAL se puede utilizar para
seguir la eficacia de los antagonistas del RM en la diabetes de tipo II.

En un modelo de rata de insuficiencia cardiaca (IC) asociada con caquexia, la expresion cardiaca del ARNm de
lipocalina2/NGAL, estimada mediante PCR en tiempo real, se indujo hasta 2 veces (simulado frente a IM) (Figura 6A).
Cuando se administra espironolactona a una concentracion eficaz para prevenir el desarrollo de sintomas de
insuficiencia cardiaca (IC + espiro 50 mg/kg/d frente a IC) la induccién del ARNm de lipocalina2/NGAL se evita de
forma completa (Figura 6A). Los niveles plasmaticos de lipocalina2/NGAL también aumentan en el plasma de las ratas
con insuficiencia cardiaca (Figura 6B). El aumento se evita cuando los animales se tratan con espiro 50 mg/kg/d (IC +
espiro 50 mg/kg/d frente a IC).

Por lo tanto, la activacion del RM se puede evaluar de forma especifica y eficaz determinando el nivel de expresion del
gen NGAL. La respuesta de un paciente a un tratamiento con un antagonista del RM o un inhibidor de la aldosterona
sintasa se puede predecir determinando el nivel de expresion del gen de NGAL en una muestra biolégica obtenida de
dicho paciente.

EJEMPLO 2
Se ha medido el nivel plasmatico de Lcn2/NGAL en una poblacién de sujetos sanos.

Se incluyeron en el estudio hombres y mujeres con edades entre los 18 y 85 afos, a condicion de que no hubiesen
presentado patologia aguda en los ultimos 7 dias y que no estuvieran bajo ningin tratamiento cardiovascular. Los
criterios de exclusién adicionales para los controles sanos fueron: tensién sanguinea alta conocida (mayor que
140/190 mmHg o mayor que 160 mmHg si eran mayores de 65 afios); insuficiencia renal conocida, diabetes conocida,
embarazo, cancer diagnosticado dentro de los 5 ultimos afios o neoplasia evolutiva, patologia hepatica cronica,
conectivitis, enfermedad de Crohn, tuberculosis evolutiva, angina de esfuerzo, sindrome coronario agudo, historial de
coronopatia, endoarteriectomia carotidea y aneurisma aértico abdominal conocido.

El nivel plasmatico de Lcn2/NGAL de los sujetos sanos en general estaba comprendido entre los 40 y 80 pg/ml.

También se midié el nivel plasmatico de Lcn2/NGAL de pacientes afectados de una enfermedad cardiovascular,
diabetes, obesidad o sindrome metabdlico. Es mayor que el de los sujetos sanos.

EJEMPLO 3

La sobreexpresion cronica del RM o del RG en cardiomiocitos puede conducir a rutas de sefializacion modificadas, lo
que representa adaptaciones de las células, que no son las inducidas mediante el tratamiento de corto plazo con
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corticosteroide. Para analizar las consecuencias moleculares de la activacion cronica del RM en el corazén in vivo, los
inventores investigaron la expresion génica cardiaca de ratones con RM cardiaco utilizando Cardiochips®, es decir,
micromatrices que incluian 5419 genes que se habian seleccionado por su implicacién en el funcionamiento normal y
patolégico del musculo cardiovascular y/o esquelético. La sobreexpresion del RM de cardiomiocitos durante 6
semanas dio como resultado aproximadamente 24 genes regulados de forma positiva y 23 regulados de forma
negativa. Cabe destacar que la mayoria de ellos difirieron de los genes regulados por el RG, que se determinaron en
paralelo en ratones con RG cardiaco (aproximadamente 74 genes regulados de forma positiva de RG y 70 genes
regulados de forma negativa de RG). Ademas, la mayoria de los genes regulados por RM no cambiaron en el modelo
de ratén de GR cardiaco, indicando que cada receptor esteroide controla un patréon distinto de expresion génica en
cardiomiocitos.

Ratones transgénicos para RM y RG: Los ratones transgénicos para el receptor de mineralocorticoides (RM) y el
receptor de glucocorticoides (RG) permitieron la expresion condicional del RM y el RG de ser humano,
respectivamente. Los ratones transgénicos para RM y RG se obtuvieron mediante reproduccion del raton aceptor
generado en el laboratorio, que permitié la expresion condicional inducible del RMh y del RGh cuando se cruzé con el
raton transactivador apropiado. Estos modelos transgénicos condicionales se han descrito en Ouvrard-Pascaud et al.
(2005) y Sainte-Marie et al. (2007). Para identificar genes modulados de forma selectiva en el corazén mediante el RM,
los ratones aceptores RM y RG se cruzaron el ratén transactivador MHC-tTA que proporcioné G. Fishman, Universidad
de Columbia, NY, EUA) (Yu et al. 1996), lo que permitié la expresion especifica en cardiomiocitos del RMh y del RGh,
respectivamente. Esto dio como resultado la sobreexpresion de 4 veces del RM y el aumento en 3 veces de la unién de
glucocorticoide en el corazén de los ratones condicionales para RM y RG, respectivamente, en comparacion con los
miembros de la misma camada de control. Para evitar la letalidad embrionaria prematura, la progenie RM se traté con
Dox desde la gestacion hasta el nacimiento, lo que permitié que se produzca la expresion solo en el dia 7 después del
nacimiento.

Muestras, aislamiento de ARN, etiquetado e hibridacion: Se aisl6 ARN total de corazones enteros de 5 ratones
transgénicos para RM de 1 mes y 5 ratones transgénicos para RG de un mes utilizando reactivo TRIZOL® (Life
technologies). Las muestras de referencia para los ratones transgénicos para RM consistieron en ARN total de
corazon entero extraido de 5 miembros de control de la misma camada (misma edad, misma reproduccién) de los
ratones transgénicos para RM. Las muestras de referencia para los ratones transgénicos para RG consistieron en
ARN total de corazén entero extraido de 5 miembros de control de la misma camada (misma edad, misma
reproduccion) de los ratones transgénicos para RG. EI ARNm se aislé utilizando el kit Oligotex ARNm (Qiagen). La
calidad del ARN y del ARNm se evalud utilizando un bioanalizador Agilent 2100. EIl ARNm procedente de ratones
transgénicos para RM se agrupd y marco con Cy5 en tres reacciones distintas. EI ARNm procedente de la referencia
para los ratones transgénicos para RM se agrupé y marcé con Cy3 en tres reacciones distintas. El ARNm procedente
de ratones transgénicos para RG se combind en tres grupos que se marcaron, cada uno, con Cy5 en dos reacciones
distintas. El ARNm procedente de la referencia para los ratones transgénicos para RG se agrupd y marco con Cy3 en
seis reacciones distintas. El ADNc marcado con Cy3 y Cy5 se preparo utilizando el kit CyScribe ADNc Post Labeling
(Amersham Pharmacia Biotech). Las reacciones de etiquetado se realizaron de forma separada para cada
micromatriz. Se realizaron tres hibridaciones de micromatriz para los ratones transgénicos para RM y seis para los
ratones transgénicos para RG. La mezcla de hibridacion se preincubé con ADN de Cot-I de ser humano (Gibco-BRL),
ARNLt de levadura y ARN poliA, y se hibridé con una micromatriz.

Micromatrices: Las micromatrices se prepararon en el laboratorio utilizando sondas de oligonucleétidos de 50-meros
(MWG Biotech®). Las sondas se aplicaron puntualmente sobre portaobjetos de vidrio recubiertos con epoxisilano,
utilizando el Lucidea Array Spotter de Amersham. Los 5419 genes que estaban representados en la micromatriz se
habian seleccionado por su implicacion en el funcionamiento normal y patolégico del musculo cardiovascular y/o
esquelético. La seleccion estaba basada en 1) experimentos de hibridacion sustractiva (Steenman et al. 2005), 2)
hibridaciones en micromatriz de barrido genémico (Steenman et al. 2003) y 3) datos de la bibliografia. La micromatriz
contenia oligonucleodtidos especificos de ratdon y oligonucledtidos de ser humano con homologia de por lo menos el
80 % con la secuencia de ratdn correspondiente. Cada sonda génica se aplicé puntualmente por triplicado.

Extraccion de los datos sin procesar y consolidacion: Las matrices hibridadas se escanearon mediante
microscopia confocal de fluorescencia (Scanarray 4000XL, GSI-Lumonics). Las mediciones de la sefial de
fluorescencia se obtuvieron de forma separada para cada fluorocromo, a una resolucién de 10 um/pixel. Las
intensidades de la sefial de hibridacién y de fondo, y los parametros de control de calidad se midieron utilizando
GenePix Pro 5.0 (Axon®). Se realiz6 un procedimiento de normalizacion Lowess (Yang et al. 2002) para corregir los
sesgos técnicos. El procedimiento se aplicé canal por canal, como se describié anteriormente (Workman et al. 2002).
Para cada micromatriz, las intensidades de sefial de Cy3 y Cy5 se normalizaron de forma individual con respecto a un
prototipo definido como el perfil promedio de todas las intensidades de sefial de Cy3 o de Cy5.

Analisis estadistico de las micromatrices: Para identificar genes con expresion diferencial estadisticamente
significativa, se utilizd el Analisis de Significacion de Micromatrices (ASM) (Tusher et al. 2001) y los Modelos Lineales
para datos de Micromatriz (Limma) (Smyth 2004). Se utilizé analisis de una clase para identificar genes expresados de
forma diferencial entre ratones transgénicos y de referencia, y se utilizé andlisis de dos clases para identificar genes
expresados de forma diferencial entre ambos modelos de ratones transgénicos. El andlisis de una clase de los ratones
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transgénicos para RM dio como resultado la identificacidon de 520 genes que se identificaron mediante ASM (TFD (tasa
de falso descubrimiento) = 0,05 %) y Limma (correccion “TFD”, p<0,01). El analisis de una clase de los ratones
transgénicos para RG dio como resultado la identificacion de 1232 genes que se identificaron mediante ASM (TFD =
0,03 %) y Limma (correccion "TFD", p<0,01). El analisis de dos clases dio como resultado la identificacion de 529
genes que se identificaron mediante ASM (TFD = 0,09 %) y Limma (correccién “TFD”, p<0,01).

Expresion de serpina3 en modelos de ratén transgénico con activacion del RM o del RG: La expresion
cuantitativa del ARNm de Serpina3 se analizé mediante PCR cuantitativa (Q-PCR, Light Cycler, Biorad) utilizando los
cebadores directo 5-CATCCCTGTGGGAAGTCAGT-3’ (SEQ ID NO: 5) e inverso
5-CTTTTGGGTGGAGGCAGATA-3’ (SEQ ID NO: 6), en 25 pl de RT-PCR (utilizando el kit gqPCR Core para Sybr
Green | de Eurogentec), preparados utilizando 2 ug de ARN total sin ADN extraido de corazén de ratones transgénicos
para RM de uno, dos y tres meses y en comparacién con los miembros de la misma camada correspondientes, asi
como con ratones transgénicos para RM de dos meses (y los miembros de la misma camada de control respectivos).

Expresion de Serpina3 en un modelo celular de cardiomiocitos de rata (células H9C2) que sobreexpresan de
forma estable RM de rata (Fejes-toth, Endocrinology, 2007)

La expresion cuantitativa del ARNm de Serpina3 se analizé mediante PCR cuantitativa (Q-PCR, Light Cycler, Biorad)
utilizando los cebadores directo 5-AGACAAGGGGACACAACTGG-3 (SEQ ID NO:7) e inverso
5-TGAGATGCTAAGTGGGGAGAA-3 (SEQ ID NO: 8), en 25 pl de RT- PCR (utilizando el kit qPCR Core kit para Sybr
Green | de Eurogentec), preparados utilizando 2 ug de ARN total sin ADN extraido de células H9-C2/RM de rata
tratadas con diversas concentraciones de aldosterona o con corticosterona 10M o con antagonista del RM RU 28318
10 M, solos o en combinacién.

Expresion de Serpina3 en un modelo de rata de insuficiencia cardiaca inducida por caquexia. Efecto del
antagonismo farmacolégico del RM con espironolactona

La expresion cuantitativa del ARNm ser Serpina3 se analizé mediante PCR cuantitativa (Q-PCR, Light Cycler, Biorad)
utilizando los cebadores directo 5-AGACAAGGGGACACAACTGG-3' (SEQ ID NO: 7) e inverso
5-TGAGATGCTAAGTGGGGAGAA-3’ (SEQ ID NO: 8), en 25 pl de RT- PCR (utilizando el kit gPCR Core para Sybr
Green | de Eurogentec), preparados utilizando 2 ug de ARN total sin ADN extraido de ventriculos izquierdos.

Resultados:

La expresion del ARNm del inhibidor de la serina proteasa SERPINAS3 (o alfa1-antiquimotripsina), estaba regulado de
forma positiva x25 en el corazén de ratones con RM cardiaco, aunque que no varié significativamente en ratones con
RG cardiaco, como se determind mediante PCR en tiempo real.

(Figura 7).

Para investigar los posibles vinculos entre los efectos crénicos del RM y los producidos mas temprano, se analizaron
en la linea celular H9C2/RM+ algunos de los genes regulados por el RM in vivo identificados en los ratones con RM
cardiaco. En presencia de dosis bajas de aldosterona (1 nM) durante 24 horas, el ARNm de SERPINAS3 se indujo
aproximadamente 8 veces (Figura 8). La induccion se suprimio en presencia del antagonista de RM RU 28318, lo que
demostré que esta implicado en interacciones especificas con el RM. Se debe destacar que la corticosterona 10 nM
tiene efectos similares que la aldosterona, que se evitaron con el antagonista del RM (Figura 8). La evolucién temporal
del experimento (Figura 9A) indicé que la serpina3 se induce mediante Aldosterona 10 nM después de 10 horas, con
una fuerte induccion (x 15) después de 24 horas. Se observa induccién dependiente de la concentracion, comenzando
con aldosterona 1 nM (Figura 9B).

En un modelo de rata de insuficiencia cardiaca (IC) asociada con caquexia, la expresion cardiaca del ARNm de
Serpina3, estimado mediante PCR en tiempo real, se induce hasta 6 veces (simulado frente a IC) (Figura 10). Cuando
se administra espironolactona a una concentracion eficaz para prevenir el desarrollo de sintomas de insuficiencia
cardiaca (IC +espiro 50 mg/kg/d frente a IC), se evita de forma completa la induccién del ARNm de Serpina3 (Figura
10).

Estos datos muestran que SERPINAS3 esta implicada en la respuesta temprana a la aldosterona en cardiomiocitos, asi
como en la adaptacion cronica a la sefalizacion potenciada del RM, como se observa en ratones que sobreexpresan el
RM. Debido a que serpina3 es una enzima secretada, puede utilizarse como marcador del dafio cardiaco vinculado a
la activacion del RM.

REFERENCIAS:

A lo largo de esta aplicacion diversas referencias describen el estado de la técnica a la cual pertenece la presente
invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la prediccidon de la respuesta de un paciente afectado por una enfermedad cardiovascular a un
tratamiento con un antagonista del RM, comprendiendo dicho método determinar en una muestra bioldgica obtenida
de dicho paciente, el nivel de expresion de un primer biomarcador que es el gen de la Lipocalina Asociada a Gelatinasa
de Neutrdfilos (NGAL), en el que un nivel de expresién del gen de NGAL mayor que un valor predeterminado obtenido
de la poblacién general o de sujetos sanos, es indicativo de que dicho paciente es sensible a dicho tratamiento.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho método comprende adicionalmente determinar el nivel
de expresién de un segundo biomarcador que es el gen de SERPINA3.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho nivel de expresién de dicho biomarcador (o
biomarcadores) se determina mediante la determinacién de la cantidad de ARNm del biomarcador (o biomarcadores) y
dicha muestra bioldgica es una muestra de células o de tejido.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que dicha muestra de células es una muestra de Células
Mononucleares de Sangre Periférica (CMSP) o una muestra de células endoteliales.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el nivel de expresion de dicho
biomarcador (o biomarcadores) se determina mediante RT-PCR.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que dicho nivel de expresion del biomarcador (o
biomarcadores) se determina midiendo la concentracion de las una o dos proteinas biomarcadoras en una muestra
biologica obtenida de dicho paciente.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicha muestra biolégica es una muestra de sangre, una
muestra de suero, una muestra de plasma o una muestra de orina.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho paciente esta afectado por
insuficiencia cardiaca congestiva o hipertension.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho paciente se ha tratado ya con
un tratamiento convencional seleccionado del grupo que consiste en inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina, diuréticos, vasodilatadores, betabloqueantes, digital y anticoagulantes.

10. Un antagonista del RM para su uso en el tratamiento de un paciente afectado por una enfermedad cardiovascular,
en el que dicho paciente se ha predicho como sensible a un antagonista del RM mediante el método de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1-9.

11. El antagonista del RM para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicho paciente esta afectado por
insuficiencia cardiaca congestiva o hipertension.
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