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DESCRIPCIÓN

Biomarcadores

Campo de la invención

La presente invención se refiere a un conjunto de nuevos biomarcadores para evaluar el riesgo o la gravedad de la 
insuficiencia cardíaca (IC) en un paciente, particularmente después de que el paciente ha sufrido un infarto de 5
miocardio (IM). Se describen además kits de diagnóstico para medir los niveles de los biomarcadores, no siendo los 
kits parte de la invención.

Antecedentes de la invención

La insuficiencia cardíaca (IC) no es una enfermedad específica, sino un conjunto de signos y síntomas, todos ellos 
causados por una incapacidad del corazón para aumentar adecuadamente la capacidad cardíaca según sea 10
necesario. Los pacientes típicamente presentan dificultad para respirar, edema y fatiga. La IC se ha convertido en 
una enfermedad de proporciones epidémicas, que afecta al 3 % de la población adulta. La mortalidad de la IC es 
más grave que muchas formas de cáncer con una supervivencia de cinco años menos en el 30 %. El infarto de 
miocardio (IM) es una de las principales causas de la IC. El 63 % de los pacientes desarrollan IC en los 6 años 
posteriores al IM. La remodelación ventricular izquierda contribuye en gran medida a la IC. Debido a que la HF se 15
vuelve más común en las personas ancianas, el número de individuos afectados continuará aumentando con 
nuestra población envejecida. Una extensa investigación en la última década ha traído una mejor comprensión de la 
fisiopatología de la IC. Al mismo tiempo, se han identificado nuevas dianas terapéuticas, aunque solo unas pocas de 
ellas son de uso terapéutico potencial. Algunas de estas dianas se han denominado "biomarcadores pronósticos" o 
"biomarcadores" cuando su valor de pronóstico podría demostrarse.20

Los biomarcadores pueden clasificarse en tres categorías. Los biomarcadores que pueden ayudar en el cuidado de 
individuos aparentemente sanos se denominan “biomarcadores de detección”. Los biomarcadores que se observan 
en pacientes con sospecha de enfermedad se denominan "biomarcadores de diagnóstico" y los biomarcadores que 
se observan en pacientes con enfermedad manifiesta se denominan "biomarcadores pronósticos”. Aunque en la 
práctica clínica se utilizan biomarcadores diagnósticos como la troponina I y la troponina T para el IM y el péptido 25
natriurético cerebral (BNP) para la insuficiencia cardíaca, el uso potencial de estos biomarcadores como 
biomarcadores de pronósticos para adaptar o modificar el tratamiento del paciente individualmente ("medicina 
personalizada" ) no ha sido probado.

Debe tenerse en cuenta que cuanto más temprano se pueda identificar un paciente propenso a desarrollar IC
después de IM, más eficientemente se puede ajustar el tratamiento. Sin embargo, una limitación mayor del uso de 30
biomarcadores individuales es que no todos los pacientes pueden presentar tales factores de riesgo de forma 
independiente. Por lo tanto, se ha hecho evidente que la identificación temprana de los pacientes propensos a 
desarrollar IC después de IM se beneficiaría considerablemente de la multiplicación e integración de biomarcadores.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), una sub-familia de factores de crecimiento, es un término amplio 
que cubre un número de proteínas de un número de familias. Estos factores de crecimiento se han estudiado 35
principalmente por sus propiedades angiogénicas. Se han identificado hasta la fecha diversos factores de 
crecimiento, el mejor conocido de los cuales es el VEGFA. El VEGFA normalmente se denomina simplemente 
“VEGF” Ferrara y col. "The biology of VEGF and its receptors" Nat Med. 2003 jun; 9(6):669-676). Uno de los 
biomarcadores propuestos de la presente invención, VEGFB, es parte de la familia de factores de crecimiento 
endotelial vascular pero es distinto del VEGFA.40

Objetos de la invención

Los objetos de la presente invención son:

1. Proporcionar una herramienta pronóstica

Es un objeto de la presente invención proporcionar una herramienta para el pronóstico temprano de la aparición de 
IC con el fin de mejorar la tasa supervivencia y disminuir el desarrollo de la IC.45

Es otro objeto de la presente invención utilizar esta herramienta pronóstica para identificar pacientes en riesgo de 
desarrollar insuficiencia cardíaca.

Es otro objeto que no es parte la presente invención utilizar esta herramienta pronóstica para ajustar los tratamientos 
para prevenir de mejor manera el desarrollo de la remodelación ventricular y la IC después de IM.

2. Proporcionar un nuevo kit de diagnóstico50

Es un objeto, que no es parte la invención, proporcionar un kit de diagnóstico capaz de medir las concentraciones de 
marcadores en fluidos biológicos con el fin de ayudar en el pronóstico temprano de la aparición de IC para mejorar la 
supervivencia y disminuir el desarrollo de IC.
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Es otro objeto, que no es parte la invención, proporcionar un nuevo kit de diagnóstico para identificar pacientes en 
riesgo de desarrollar remodelado ventricular y HF.

Es otro objeto, que no es parte la invención, proporcionar un nuevo kit de diagnóstico para ajustar los tratamientos 
para mejor prevenir el desarrollo de la remodelación ventricular y la IC después del IM. Además, es también un 
objeto de la presente invención proporcionar biomarcadores que puedan usarse en el proceso de diagnóstico de 5
pacientes, post-IM, para la susceptibilidad de un paciente a desarrollar HF o Remodelación Ventricular.

Sorprendentemente, los presentes inventores han descubierto que el ARNm y los niveles plasmáticos de las 
siguientes proteínas VEGFB, THBS1 y PGF varían después de IM y son excelentes indicadores de la probabilidad 
de que el paciente continúe a desarrollar IC y/o Ventricular Remodelación.

Por lo tanto, estos biomarcadores pueden utilizarse para detectar pacientes con IM y, en particular, proporcionar una 10
herramienta de pronóstico temprano para identificar a aquellos pacientes que, habiendo sufrido de IM, corren un 
mayor riesgo de desarrollar después un IC y/o la Remodelación Ventricular. También se proporcionan kits de 
diagnóstico para medir los niveles de estos tres biomarcadores y son útiles en el contexto del IM para predecir la 
ocurrencia de IC y/o Remodelación Ventricular.

Sumario de la invención15

Se desvela en el presente documento un procedimiento para identificar los pacientes con infarto de miocardio que 
tienen un mayor riesgo de desarrollar una afección cardíaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para medir los niveles del factor de 
crecimiento endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina 1 (THBS1) y/o factor de crecimiento placentario 
(PGF);20

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF 
de una muestra de referencia, teniendo dicha muestra de referencia un resultado clínico conocido; y

- determinar si el paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar una afección cardíaca, sobre la base de dicha 
comparación.

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invención proporciona un procedimiento para identificar pacientes 25
con infarto de miocardio que tienen un mayor riesgo de desarrollar insuficiencia cardíaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para medir los niveles del factor de 
crecimiento endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina-1 (THBS1) y/o factor de crecimiento placentario 
(PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF 30
con un control; y

- determinar si el paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar una afección cardíaca, sobre la base de dicha 
comparación.

En algunas realizaciones, al menos uno de los siguientes indica una mayor probabilidad de que dicho paciente sufra 
de dicha afección cardíaca:35

- niveles más bajos de VEGFB en la muestra del paciente analizado en comparación con el nivel de control de 
VEGFB;

- niveles más altos de THBS1 en la muestra del paciente analizado en comparación con el nivel de control de 
THBS1; Y/o

- niveles más altos de PGF en la muestra de paciente analizado en comparación con el nivel de control de PGF.40

Como se desvela en el presente documento, la afección cardíaca puede ser infarto de miocardio, síndrome 
coronario agudo, cardiomiopatía isquémica o cardiomiopatía no isquémica. Más preferentemente, el paciente puede 
seguir desarrollando o sufrir de insuficiencia cardíaca. Preferentemente, el paciente puede desarrollar remodelación 
ventricular. Se notará que muchos pacientes con infarto de miocardio experimentan remodelación ventricular y 
posteriormente, o al mismo tiempo, desarrollan la condición conocida como insuficiencia cardíaca. Por lo tanto, 45
existe una clara correlación entre la remodelación ventricular y la insuficiencia cardíaca y, preferentemente, los 
pacientes con infarto de miocardio sometidos a remodelado ventricular también desarrollará insuficiencia cardíaca.

Como se desvela en el presente documento la muestra de fluido corporal tomada del paciente puede ser una 
muestra de sangre, una muestra de plasma, o una muestra de suero. Preferentemente, los niveles de VEGFB, 
THBS1 y PGF ensayados son niveles de ARNm. Estos pueden determinarse mediante el análisis de ARNm en 50
glóbulos rojos y/o blancos. Preferentemente, las células sanguíneas son leucocitos, neutrófilos, basófilos, 
eosinófilos, linfocitos, monocitos, plaquetas o eritrocitos.

Preferentemente, el VEGFB, THBS1 y PGF pueden medirse a nivel de ARNm a partir de células sanguíneas 
mediante cualquier técnica capaz de cuantificar ARNm, lo más recomendado es PCR cuantitativa, preferentemente
micromatrices. También se prefiere que el VEGFB, THBS1 y PGF se puedan medir al nivel de las proteínas en el 55
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plasma mediante cualquier técnica capaz de cuantificar proteínas, preferentemente ELISA. Los resultados del 
ensayo de ARNm pueden usarse en combinación con los resultados de los ensayos de proteínas plasmáticas para
una evaluación más precisa.

En algunos casos, que no son parte de la invención, solo se ensaya el nivel de PGF, que puede ser preferentemente
cualquiera de las secuencias dadas para PGF en SEQ ID NO 7-9, o fragmentos de las mismas. En otros casos, que 5
no son parte de la invención, solo se ensaya el nivel de THBS1, que puede ser preferentemente una cualquiera de 
las secuencias de THBS1 proporcionadas en SEQ ID NO 4-6, o fragmentos de las mismas. En otros casos, que no 
son parte de la invención, se ensayan tanto los niveles de THBS1 como de PGF.

En casos todavía adicionales, se ensaya el nivel de VEGFB, que puede ser preferentemente cualquiera de las 
secuencias de VEGFB proporcionadas en SEQ ID NO 1-3, o fragmentos de las mismas. Esto es en combinación con 10
THBS1 y PGF. Se prefiere que el VEGFB pueda ser la variante de empalme VEGFB 186, la variante de empalme 
VEGFB 167 o ambas. Como se desvela en el presente documento, el nivel de ARNm puede ensayarse el día del 
infarto de miocardio. Los niveles de proteína plasmática para el análisis pueden obtenerse del paciente el día 1, 
siendo el día siguiente al infarto de miocardio. También puede ensayarse una muestra posterior, obtenida del 
paciente más tarde en el día 1 o en el día 2 o 3 o 4 o 5 o 6 o 7 o en cualquier momento hasta 1 mes después del 15
infarto.

Como se desvela en el presente documento, la muestra posterior se obtiene del paciente el día 1 y el valor 
ensayado del día a partir del día 1 se compara con la muestra de referencia. Sin embargo, en otros casos, la 
muestra posterior se obtiene del paciente el día 1 y su valor del día 1 se compara con los niveles ensayados en la 
muestra del día del infarto. Esto es lo más preferible con respecto a VEGFB. En otras palabras, el control, la primera 20
muestra post-IM y las muestras siguientes pueden ensayarse para los niveles de VEGFB y estos niveles se 
comparan. Un aumento en los niveles de VEGFB desde la muestra de referencia hasta el día 1 o 2 es 
particularmente útil en la identificación del paciente como de menor riesgo de desarrollar dicha afección. De manera 
similar, una disminución en los niveles de VEGFB desde la muestra control hasta el día 1 o 2 es particularmente útil 
en la identificación del paciente con un riesgo mayor de desarrollar dicha afección.25

Sin embargo, también se prefiere que se comparen los niveles de VEGFB de la primera muestra post-IM al día 0 o 1 
con la muestra posterior (post IM) al día 1 o 2, el aumento en VEGFB desde el día 0 o 1 al día 1 o 2 es altamente 
indicativo de un paciente con menor riesgo de desarrollar las presentes afecciones. Los cambios en VEGFB 
medidos entre el día 0 y el día 2 o el día 1 y el día 3 se prefieren particularmente.

De hecho, los presentes inventores descubrieron que los niveles en plasma de VEGFB fueron similares entre grupos 30
EF altos y bajos el día 0 y el día 1 después de IM. El día 2 sin embargo, los niveles de VEGFB aumentaron en 
pacientes de EF alto (2 veces en comparación con el día 0) mientras que cayeron en pacientes de EF bajo (2,5 
veces en comparación con el día 0) (Figura 9). Estos datos están en concordancia con la regulación positiva del 
ARNm de VEGFB en pacientes con EF alto (Figura 8). Estos resultados sugieren que los pacientes capaces de 
aumentar su producción de VEGFB después de IM son más propensos a tener un resultado favorable.35

Una disminución en VEGFB desde el día 0 o 1 hasta el día 1 o 2 y particularmente del día 0 al día 2, es altamente 
indicativa de un paciente con un elevado riesgo de desarrollar las presentes afecciones. 

La presente invención mide los cambios en los niveles de expresión o prevalencia de ciertos biomarcadores, en 
lugar de solo la presencia o ausencia de los mismos, como es a veces en el caso de la técnica. Para medir un 
cambio en dichos niveles, necesita establecerse un punto de referencia. Este puede ser preferentemente los niveles 40
en una muestra adicional, en particular una muestra temprana, preferentemente tomada el día del infarto (día cero) o 
el primer o el segundo día después del infarto. Preferentemente, la muestra control es el nivel basal de VEGFB, 
THBS1 o PGF el día del infarto, respectivamente.

Alternativamente, el control puede ser un valor de referencia obtenible de una población de pacientes infartados con 
un intervalo conocido de resultados clínicos. Puede construirse una base de datos de pacientes infartados y una vez 45
calibrada para edad, sexo, etc., puede cerciorarse un valor promedio (modo, media o mediana como se considere 
apropiado) o un intervalo de valores para pacientes que tienen ciertos criterios (por ejemplo sexo, peso y edad), 
medidos en un momento particular después del infarto y con resultados clínicos conocidos (es decir insuficiencia 
cardíaca o no). Los datos del paciente ensayado pueden compararse entonces contra su valor de referencia o 
intervalo para determinar la probabilidad de que el paciente ensayado tenga uno u otro de los resultados clínicos. 50
Por ejemplo, si se establece que los niveles de VEGFB menores de alrededor de “X” microorganismos/ml en plasma 
de pacientes masculinos infartados con edad de 55-60 medidos el día 1 después del infarto da un 50 % de 
probabilidad de insuficiencia cardíaca, entonces puede tomarse una muestra ensayada de un hombre 
correspondiente el día 1 y compararse con su valor para determinar si el 50 % de probabilidad se aplica a este 
paciente.55

La etapa de determinación puede ser por medio de un análisis estadístico adecuado, por ejemplo técnicas de 
comparación de "vecino más cercano", tales como los programas Kstar y SVM. Un ejemplo particularmente preferido 
es el uso de una plataforma de extracción de datos, tal como Weka. Esto puede ser seguido por agrupamiento 
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jerárquico, preferentemente implementado utilizando el procedimiento de grupo de pares no ponderado con 
promedios aritméticos y coeficientes de correlación. La visualización en clústeres puede realizarse con GEPAS. 
Opcionalmente, las pruebas de significación estadística, los valores de correlación de Pearson y las gráficas se 
pueden generar con el paquete Statistica (v. 6.0).

El procedimiento puede comprender además la recogida de datos sobre uno o más pacientes IM, preferentemente5
para incluir el análisis de los niveles o valores de al menos uno de, y preferentemente cada uno de, los tres ARNm 
y/o proteínas plasmáticas (VEGFB, THBS1 y/o PGF) y el resultado clínico asociado para ese paciente. Esto se 
utiliza para crear datos característicos/valores para VEGFB, THBS1 y/o PGF asociados con un resultado clínico 
particular.

En lo sucesivo, una base de datos puede crearse con los datos de cada individuo. Estos valores conocidos podrían 10
ser referidos como muestras de referencia (o “vistas”).

Una muestra de "consulta" o "no vista", es decir, de un nuevo paciente recién infartado, se introduce y se comparado 
con los datos de referencia en la base de datos. Los datos de consulta se recogen de un paciente que acaba de 
tener un IM y para los que se desea establecer la probabilidad de desarrollar insuficiencia cardíaca. En otras 
palabras, el resultado clínico para este paciente es desconocido y el operador está pidiendo al programa predecir el 15
resultado de este paciente (aumento o reducción de riesgo de IC después del infarto de miocardio).

El programa compara la muestra no vista/consulta con el conjunto de datos de referencia y hace su predicción sobre 
el resultado clínico del paciente.

Cuando se hace referencia al ARNm anterior, se apreciará que lo mismo es válido para los niveles de proteína 
plasmática.20

Se prefiere un clasificador para determinar el pronóstico. El clasificador puede incluir programas como PAM, Kstar y 
SVM que son bien conocidos por hacer la predicción de diferentes maneras. Sin embargo, siempre existe una 
comparación de los datos de ARNm (o proteína) en la muestra “no vista” con uno o más de los puntos de datos 
"vistos", por ejemplo cuando se busca el "vecino más cercano". Kstar y SVM, por ejemplo, usan algoritmos 
diferentes, pero básicamente trabajan de manera similar comparando los datos o valores de la consulta con el 25
conjunto de valores de referencia más cercano.

Por lo tanto, se prefiere que el clasificador busque en la base de datos y compare el conjunto de datos de la muestra 
de consulta/no vista con los conjuntos de datos conocidos/vistos. Habiendo encontrado el emparejamiento más
cercano, (por ejemplo en un sentido 3D cuando se analizan los tres ARNm o niveles de proteína plasmática) en la 
base de datos, el programa basa su predicción en el resultado clínico del paciente de la consulta sobre la base del 30
resultado clínico del emparejamiento más cercano.

También se proporciona un procedimiento que comprende:

- analizar una muestra de fluido corporal de un paciente post-IM para los niveles de ARNm o proteína plasmática 
de VEGFB, THBS1 y/o PGF para determinar los datos característicos del paciente, asociando estos datos 
característicos con un resultado clínico particular relacionado con la incidencia de insuficiencia cardíaca en dicho 35
paciente, e introducir estos datos de entidad en una base de datos;

- repetir el análisis para una pluralidad de pacientes post-IM, para rellenar la base de datos para contener 
información de referencia sobre la relación entre HF y niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF;

- determinar los datos característicos de un paciente post-IM con pronóstico desconocido; y
- procesar los datos característicos para los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente para compararlos 40

con los datos característicos en la base de datos; y
- emitir un pronóstico aceptable para el paciente desconocido en función del resultado de la comparación.

Estas etapas también pueden incluirse en el procedimiento de acuerdo con el primer aspecto de la invención.

El pronóstico de probabilidad puede ser un aumento o disminución del riesgo de IC, lo que puede afectar el 
tratamiento clínico proscrito para el paciente. Los términos pronóstico y diagnóstico se pueden usar indistintamente, 45
a menos que se evidencie otra cosa.

También se proporciona una base de datos que comprende datos característicos de pacientes con IM, incluyendo 
los datos el resultado clínico del paciente coincidiendo con al menos uno de, y preferentemente los tres, niveles de 
VEGFB, THBS1 y PGF analizados después del IM, como se describe en el presente documento. La invención 
también proporciona un dispositivo de comparación tal como un ordenador para acceder a la base de datos y/o50
procesar la consulta. La invención también proporciona un sistema que comprende una base de datos y al menos un 
ordenador para acceder y/o operar la base de datos. Un o el ordenador también puede usarse para procesar o 
administrar la consulta de la base de datos con los datos característicos del paciente a ensayar. La base de datos 
puede almacenarse centralmente, por ejemplo en un servidor, o puede mantenerse en el equipo de laboratorio o de 
campo usado para ensayar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF, o en un ordenador asociado a dicho equipo, como 55
se analiza a continuación. El ordenador también puede estar situado centralmente con el servidor o de forma 
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remota, por ejemplo en un laboratorio intermedio, o situado en el equipo de campo.

Un kit, que puede incluir equipo de laboratorio o de campo para ensayar la muestra del paciente también se desvela 
en el presente documento. El equipo puede comprender la base de datos o puede simplemente comprender una 
visualización o lectura de los resultados del análisis. El equipo puede comprender la capacidad de contactar la base 
de datos de forma remota, por ejemplo a través de una red de Internet o de Internet, ya sea por cable o por 5
transmisión inalámbrica.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para obtener los datos característicos del paciente, 
mediante el análisis de los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF y preferentemente asociando los datos del nivel con un 
paciente, por ejemplo utilizando un identificador de paciente, tal como un código.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para recibir datos característicos para los niveles 10
de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente para compararlo con los datos en la base de datos. Los datos pueden 
procesarse por el receptor o transmitirse a un procesador.

Por lo tanto, se desvela en el presente documento un procedimiento para procesar datos característicos para los 
niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente y compararlos con los datos de entidad en la base de datos. El 
pronóstico probable para el paciente desconocido puede ser emitido por el procesador en función del resultado de la 15
comparación y puede, opcionalmente, ser transmitido a un ordenador separado y/o al equipo o equipo discutido 
anteriormente, a través de una red, Internet y transmisión por cable o inalámbrica.

La base de datos también puede almacenarse en un medio portador, tal como un disco o dispositivo de memoria. 
Por lo tanto, la invención también proporciona un medio portador que comprende una base de datos dispuesta para 
que un computador determine la probabilidad de que un paciente desarrolle HF post-IM cuando se le consulte con 20
datos característicos de los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF de un paciente.

Los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF pueden considerarse valores o relaciones y no necesariamente tienen que ser 
volúmenes o masa por unidad de volumen y así sucesivamente.

Preferentemente, la muestra de referencia es de un paciente en un grupo demográfico, genotípico o fenotípico 
similar al paciente. Se puede considerar que la muestra de referencia está en el mismo grupo demográfico que el 25
paciente infartado si se cumplen cualquiera de los siguientes criterios: sexo, edad, raza u origen étnico e historial 
médico. Las muestras de control genotípicas o fenotípicas adecuadas pueden seleccionarse sobre la base de
cualquier número de criterios de selección adecuados, tales como la determinación del genotipo de un paciente en 
uno o más loci, en particular aquellos conocidos por estar asociados con pacientes infartados, insuficiencia cardíaca 
y/o remodelación ventricular .30

Determinar el genotipo puede comprender la detección de la presencia de un cambio de aminoácido en la secuencia 
del dominio de la hemopexina de MMP-9 (Metaloproteinasa 9 de matriz), la presencia de un cambio de aminoácido 
en dicho dominio indica la susceptibilidad a dicha afección cardíaca, infarto post-IM. Preferentemente, la secuencia 
que se detecta comprende o codifica un residuo de aminoácido Glutamina (Gln) o Arginina (Arg) en una posición 
correspondiente a la posición 148 del dominio de hemopexina de MMP-9. Preferentemente, la secuencia detectada 35
es SEQ ID NO. 13, que es la secuencia de aminoácidos del dominio de hemopexina de MMP-9 del grupo de riesgo 
(susceptible) (que muestra Arg en la posición de aminoácido 148), o una secuencia polinucleotídica que la codifica. 
El polimorfismo de nucleótidos único (SNP), presente en la secuencia codificante del gen MMP-9, se encuentra en 
diferentes frecuencias en pacientes con pronósticos buenos o malos para la insuficiencia cardíaca después del 
infarto de miocardio y puede conducir a un único cambio de aminoácido en la hemopexina de la proteína MMP-9 40
transcrita y activa, dando como resultado un cambio electrostático en el sitio en MMP-9 que se une al inhibidor de 
tejido de la metaloproteinasa-1 (TIMP-1). Esto es significativo ya que TIMP-1 es el principal inhibidor de la actividad
de MMP-9. Por lo tanto, puede ser útil determinar si el presente paciente tiene el SNP anterior y, si lo hace, 
comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF (en las muestras ensayadas de la presente invención) con los 
niveles en muestras de pacientes también conocidos por tener el SNP anterior, o viceversa.45

Preferentemente, la determinación de un riesgo disminuido de una afección cardíaca es relativa a aquellos pacientes 
de referencia infartados que tienen niveles relativamente altos de ARNm de VEGFB (> -1,4), niveles relativamente 
bajos de THBS1 (<0) y niveles relativamente bajos PGF (< -0,1), respectivamente. Estos valores se expresan como 
relación logarítmica (ARN del paciente / ARN de referencia). Lo contrario es válido para un mayor riesgo de 
desarrollar una afección cardíaca.50

Los valores anteriores derivan de la Tabla 4, aunque se prefiere que éstos puedan variar al menos 1 o 2 %, más 
preferentemente al menos 5 %, más preferentemente al menos 7 %, más preferentemente al menos 10 %, más 
preferentemente al menos 15 %, más preferentemente al menos 20 %, más preferentemente al menos 25 %, más 
preferentemente al menos 30 %, más preferentemente al menos 40 %, e incluso hasta 50 %.

Dado que el único biomarcador establecido de HF (insuficiencia cardíaca) es pro-BNP (péptido natriurético cerebral), 55
el desempeño pronóstico del conjunto de 3 biomarcadores revelado en el presente documento se comparó con el 
desempeño pronóstico de NT-pro-BNP. El desempeño pronóstico del nivel plasmático de NT-pro-BNP, medido 1 día 
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después del IM, fue moderado (AUC = 0,63, Tabla 5). Por lo tanto, el conjunto de 3 biomarcadores descritos en el 
presente documento claramente superó el valor pronóstico de NT-pro-BNP. No obstante, se prefiere que el BNP 
también se pueda analizar en el presente procedimiento, ya sea para aumentar la precisión o confirmar un 
pronóstico determinado. Este nivel ensayado de BNP puede ser comparado con un nivel basal de BNP o un nivel de 
referencia como se discute en el presente documento.5

Las secuencias de nucleótidos y proteínas para pro-BNP se proporcionan en las SEQ ID NO 10-11.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para establecer un pronóstico para un paciente con 
infarto de miocardio, comprendiendo el procedimiento:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB) y niveles plasmáticos bajos de trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento 10
placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y PGF a 
partir de una muestra de referencia, teniendo dicha muestra de referencia un resultado clínico conocido; y

- determinar el pronóstico para dicho paciente sobre la base de dicha comparación.

Los niveles de Trombospondina-1 (THBS1) y/o Factor de Crecimiento Placentario (PGF) son preferentemente 15
niveles en plasma bajos.

También se proporciona un procedimiento para establecer un pronóstico para un paciente con infarto de miocardio, 
comprendiendo el procedimiento:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB) y niveles plasmáticos bajos de trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento 20
placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con un control; y
- determinar el pronóstico para dicho paciente sobre la base de dicha comparación.

Esto puede conseguirse comparando los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con el nivel correspondiente de 
VEGFB, THBS1 y/o PGF en una muestra de referencia;25
en el que al menos uno de los siguientes indica una mayor probabilidad de un pronóstico desfavorable para dicho 
paciente:

- niveles más bajos de VEGFB en la muestra del paciente ensayado en comparación con el nivel de control de 
VEGFB;

- niveles más altos de THBS1 en la muestra del paciente ensayado en comparación con el nivel de control de 30
THBS1; y

- niveles más altos de PGF en la muestra de paciente ensayada en comparación con el nivel de control de PGF.

También se proporciona un procedimiento para establecer un pronóstico para un paciente con infarto de miocardio, 
comprendiendo el procedimiento:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 35
endotelial vascular B (VEGFB) y niveles plasmáticos bajos de trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento 
placentario (PGF); y

- consultar un programa estadístico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de 
VEGFB, THBS1 y PGF;

en el que40

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian con una mayor probabilidad de desarrollar 
dicha afección cardíaca; y

- el clasificador determinará si el paciente tiene una mayor probabilidad de desarrollar dicha afección cardíaca.

Los niveles de Trombospondina-1 (THBS1) y/o Factor de Crecimiento Placentario (PGF) son preferentemente 
niveles en plasma bajos.45

El pronóstico desfavorable es preferentemente que el paciente tenga una probabilidad aumentada de sufrir dicha 
afección cardíaca.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para determinar la probabilidad de que un paciente 
con infarto de miocardio desarrolle una afección cardíaca, que comprende las etapas anteriores.

También se desvela en el presente documento un procedimiento para identificar pacientes con infarto de miocardio 50
que tienen un riesgo reducido de desarrollar una afección cardíaca, que comprende:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
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endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento placentario (PGF);
- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF a 

partir de una muestra de referencia, teniendo dicha muestra de referencia un resultado clínico conocido; y
- determinar si el paciente tiene un riesgo reducido sobre la base de dicha comparación.

De acuerdo con un aspecto, la presente invención proporciona un procedimiento para identificar pacientes con 5
infarto de miocardio que tienen un riesgo reducido de desarrollar insuficiencia cardíaca, que comprende:

- ensayar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina 1 (THBS1) y factor de crecimiento placentario (PGF);

- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con los niveles correspondientes de VEGFB, THBS1 y/o PGF a 
partir de un control; y10

- determinar si el paciente indicó un mayor riesgo sobre la base de dicha comparación.

Este procedimiento puede modificarse para incluir la comparación de los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con el 
nivel correspondiente de VEGFB, THBS1 y PGF en una referencia; en el que al menos uno de los siguientes indica 
una menor probabilidad de que dicho paciente sufra de dicha afección cardíaca:

- niveles más altos de VEGFB en la muestra del paciente analizada en comparación con el nivel de control de 15
VEGFB;

- niveles más bajos de THBS1 en la muestra de paciente analizada en comparación con el nivel de control de 
THBS1; y/o

- niveles más bajos de PGF en la muestra del paciente analizada en comparación con el nivel de control de PGF.

Este procedimiento puede mejorarse para incluir:20

- consultar un programa estadístico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de 
VEGFB, THBS1 y/o PGF;

en el que

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian a una menor probabilidad de desarrollar 
dicha afección cardíaca; y25

- el clasificador determinará si el paciente tiene una menor probabilidad de desarrollar dicha afección cardíaca.

Se desvela en el presente documento un procedimiento de selección de pacientes con infarto de miocardio para 
evaluar el riesgo que cada paciente pueda tener de desarrollar una afección cardíaca. Esto puede ser un riesgo 
mayor o menor.

Los procedimientos de la invención y como se desvelan en el presente documento correlacionan la medición tres 30
biomarcadores, con un mejor resultado clínico después de IM. Más preferentemente, el primer biomarcador es 
VEGFB y si su nivel es alto en el día 1 post-IM, entonces este paciente tiene un resultado clínico más favorable 
después de IM. Más preferentemente, el segundo biomarcador es THBS1 y si su nivel es bajo en el día 1 post-IM, 
entonces este paciente tiene un resultado clínico más favorable después de IM. Más preferentemente, el tercer 
biomarcador es PGF y si su nivel es bajo en el día 1 post-IM, entonces este paciente tiene un resultado clínico más 35
favorable después de IM.

Se apreciará que los presentes procedimientos son útiles para establecer un pronóstico en pacientes con IM, 
correlacionando una evaluación combinada de múltiples biomarcadores, los cuales, dependiendo de sus niveles, 
pueden indicar un mejor resultado clínico después de IM.

La invención también puede usarse en el establecimiento de una medicina personalizada, por ejemplo en un 40
procedimiento para proporcionar o mejorar la estrategia terapéutica de un paciente después de IM, sobre la base de
la identificación de aquellos pacientes en riesgo de desarrollar una afección cardíaca. Esto puede ser a través del 
análisis de los niveles de ARNm de células sanguíneas o niveles de proteína plasmática de VEGFB, THBS1 y/o
PGF.

Los kits de diagnóstico para uso en la presente invención son fácilmente disponibles para THBS1 y PGF, tales como 45
los disponibles de R&D Systems. Inc. Sin embargo, para VEGFB, fue necesario construir nuestro propio kit de 
diagnóstico, como se discute a continuación. De hecho, el único kit comercialmente disponible de VEGFB (de 
USCNLIFE, VEGFB E0144h) no era lo suficientemente sensible para detectar niveles bajos de VEGFB en plasma. 
Usando quimioluminiscencia mejorada como el procedimiento de detección y una etapa de amplificación con biotina-
estreptavidina, el límite de detección de nuestro kit fue de 10 pg/ml mientras que el USCNLIFE kit, que utiliza una 50
detección colorimétrica clásica, se encontró en alrededor de 100 pg/ml. Por lo tanto, la invención también 
proporciona un procedimiento para analizar niveles de VEGFB en una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con al menos un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte para formar 
un complejo reactivo de captura inmovilizado-muestra;
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(b) separar la muestra del al menos un reactivo de captura inmovilizado;
(c) poner en contacto el complejo de reactivo de captura inmovilizado con un anticuerpo secundario específico 
para VEGFB y, opcionalmente, poner en contacto el anticuerpo secundario con un anticuerpo terciario específico 
para el anticuerpo secundario;
(d) poner en contacto el anticuerpo secundario o terciario con una molécula de unión, tal como estreptavidina, 5
conjugada con medios de detección; y
(e) medir el nivel del anticuerpo secundario o terciario unido a los reactivos de captura usando los medios de 
detección.

El reactivo de captura puede ser un anticuerpo, más preferentemente uno que reconoce el mismo epítopo como clon 
58013 monoclonal de ratón de anticuerpo contra VEGFB humano, estando dicho anticuerpo monoclonal unido 10
preferentemente específicamente a VEGFB 167 y/o VEGFB 186.

El anticuerpo secundario puede ser un anticuerpo que reconoce el mismo epítopo que el anticuerpo de cabra
policlonal que se une específicamente a VEGFB 167 y/o VEGFB 186. El anticuerpo terciario puede ser un anticuerpo 
conjugado con biotina específico para el anticuerpo secundario, por ejemplo un Ac de burro Anti-cabra. 
Preferentemente, los medios de detección comprenden una actividad de fosfatasa alcalina.15

Se desvela en el presente documento un procedimiento para analizar niveles de VEGFB en una muestra, que 
comprende:

(a) poner en contacto y, opcionalmente, incubar la muestra con un reactivo de captura inmovilizado en un soporte 
sólido, en el que el reactivo de captura es un anticuerpo que reconoce el mismo epítopo que el anticuerpo 
monoclonal de ratón 58013 contra VEGFB humano, uniendo dicho anticuerpo monoclonal específicamente a 20
VEGFB 167 y VEGFB 186 para formar un complejo reactivo de captura inmovilizado-VEGFB;
(b) separar la muestra de los reactivos de captura inmovilizados;
(c) poner en contacto el complejo de reactivo de captura inmovilizado-VEGFB con un anticuerpo secundario, en 
el que el anticuerpo secundario es un anticuerpo que reconoce el mismo epítopo como anticuerpo policlonal de 
cabra que se une específicamente a VEGFB 167 y VEGFB 186;25
(d) poner en contacto el anticuerpo secundario con un anticuerpo terciario, en el que el anticuerpo terciario es un 
anticuerpo de burro anti-cabra conjugado con biotina específico para el anticuerpo secundario;
(e) poner en contacto el anticuerpo terciario con estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina;
(f) medir el nivel de VEGFB 186 o VEGFB 167 unido a los reactivos de captura usando un medio de detección 
para el anticuerpo detectable.30

Además, los presentes inventores desvelan un kit ELISA para medir los niveles de VEGFB 186 y VEGFB 167 en 
fluidos biológicos y su uso como una herramienta de diagnóstico para identificar a los pacientes en riesgo de 
desarrollar IC después de IM.

El kit comprende preferentemente;

(a) al menos un reactivo de captura inmovilizado sobre un soporte;35
(b) un anticuerpo secundario específico para VEGFB 186 y/o VEGFB;
(c) opcionalmente, un anticuerpo terciario específico para el anticuerpo secundario;
(d) una molécula de unión, tal como estreptavidina, conjugada con medios de detección; y
(e) medios para medir el nivel del anticuerpo secundario o terciario unido a los reactivos de captura usando los 
medios de detección.40

Como anteriormente, el reactivo de captura es un anticuerpo, más preferentemente uno que reconoce el mismo 
epítopo que el anticuerpo clon monoclonal de ratón 58013 frente a VEGFB humano, estando dicho anticuerpo 
monoclonal unido preferentemente específicamente a VEGFB 167 y/o VEGFB 186. El anticuerpo secundario puede 
ser un anticuerpo que reconoce el mismo epítopo que anticuerpo policlonal de cabra que se une específicamente a 
VEGFB 167 y/o VEGFB 186. El anticuerpo terciario puede ser un anticuerpo conjugado con biotina específico para 45
el anticuerpo secundario, por ejemplo, un Ac de burro anti-cabra. Preferentemente, los medios de detección 
comprenden una actividad de fosfatasa alcalina.

Dicha muestra biológica puede, preferentemente, aislarse de un sujeto humano y puede ser plasma o suero. 
También se prefiere que los reactivos de captura inmovilizados se recubran sobre una placa de microtitulación. 
Preferentemente, la detección se amplifica mediante un reactivo quimioluminiscente. El VEGFB 167 humano 50
purificado puede proporcionarse como un patrón de antígeno.

Los presentes inventores compararon su kit VEGFB con el único kit VEGFB comercialmente disponible que 
encontraron (USCNLIFE VEGFB E0144h). El kit de los presentes inventores es más sensible y por lo tanto permite 
medir VEGFB en más pacientes que el kit USCNLIFE.

De acuerdo con un aspecto adicional, la presente invención proporciona un procedimiento para identificar pacientes 55
con infarto de miocardio que tienen un riesgo disminuido de desarrollar una afección cardíaca, que comprende:
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- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB), trombospondina 1 (THBS1) y/o factor de crecimiento placentario (PGF); y

- consultar un programa estadístico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de 
VEGBF, THBS1 y PGF;

en el que5

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian a una menor probabilidad de desarrollar 
insuficiencia cardíaca; y

- el clasificador determinará si el paciente tiene una menor probabilidad de desarrollar dicha afección cardíaca.

Los presentes inventores tienen una gran base de datos de pacientes con IM agudo con más de 20 parámetros 
clínicos y 4 meses y 1 año de seguimiento. Entre otros parámetros clínicos, la fracción de eyección (EF) del corazón, 10
que representa la capacidad del corazón para bombear sangre a las arterias periféricas, se midió por 
ecocardiografía el día del infarto, 4 meses después y 1 año después. Se asume que los pacientes con EF a los 4 
meses ≤ 40 % sufren de remodelación mientras que los pacientes con EF a los 4 meses > 40 % se están 
recuperando normalmente. Varios protocolos realizados en el laboratorio de los presentes inventores utilizaron la 
base de datos para identificar los biomarcadores tempranos de la aparición de la IC después del IM a través de 15
diferentes enfoques. Los biomarcadores identificados por dos enfoques fundamentalmente diferentes se combinaron 
y la combinación de los biomarcadores más predictivos se definió como el "conjunto pronóstico".

El primer enfoque involucró la tecnología de micromatrices de ADN. Se analizaron las biofirmas o perfiles de 
expresión génica de células sanguíneas circulantes a partir de muestras de sangre extraídas el día del IM. Esta 
tecnología permitió la identificación de genes regulados diferencialmente entre dos grupos de pacientes con 20
fenotipos extremos, es decir, un grupo de pacientes con un resultado clínico favorable después del IM (grupo EF 
alto, EF > 40 %) y un grupo con un resultado desfavorable después del IM Bajo EF, EF = 40 %). Los presentes 
inventores caracterizaron las biofirmas de las células sanguíneas de 32 pacientes, 16 de cada EF alta y baja EF 
grupo. Utilizando el algoritmo SAM (Análisis Estadístico de Micromatrices) y un doble cambio de 1,3, se encontraron 
525 genes expresados diferencialmente entre los 2 grupos de pacientes (Tasa de Descubrimiento Falso de 24,5 %). 25
Entre estos genes, 9 tenían un valor pronóstico significativo para la IC.

El segundo enfoque se basó en una caracterización bioinformática de una red de interacción proteína-proteína de 
angiogénesis en el IM humano. De hecho, la angiogénesis es uno de los procesos de curación beneficiosos que 
tienen lugar en el corazón después de IM y un defecto en la angiogénesis puede conducir a la IC. La red fue 
construida con interacciones proteína-proteína anotadas de la Human Protein Reference Database. Esta red global 30
consistía en 556 nodos (es decir, proteínas) y 686 bordes (es decir, interacciones). Después de la posterior red 
sobre la base de la expresión génica y análisis, 38 genes de la red de genes mostraron un significativo valor 
pronóstico. Curiosamente, la combinación de los modelos de clasificación basados en la expresión génica con los 
modelos de clasificación sobre la base de la red produjo un número reducido de biomarcadores candidatos con un 
valor pronóstico mucho mejor que cada enfoque considerado por separado. El área bajo la curva (AUC), que 35
representa la capacidad pronóstica de los biomarcadores, estaba entre 0,56 y 0,72 para el modelo de clasificación 
sobre la base de la expresión génica, y entre 0,56 y 0,73 para el modelo de clasificación sobre la base de la red. 
Cuando se combinaron los dos modelos, se implementó un conjunto de 3 biomarcadores con un AUC de 0,82 (es 
decir, con un fuerte valor pronóstico para la aparición de IC): este conjunto se denomina en el presente documento
el "conjunto de pronóstico". Estos 3 biomarcadores fueron: trombospondina-1 (THBS1), factor de crecimiento 40
placentario (PGF o PlGF) y factor de crecimiento endotelial vascular B (VEGFB). Aunque THBS1 tiene propiedades 
anti-angiogénicas, VEGFB y PGF deben su capacidad pro-angiogénica para estimular el crecimiento y la 
multiplicación de las células endoteliales vasculares.

Luego, se verificó que las diferencias en la expresión de genes observados en el nivel de ARNm por micromatrices
fueran eficaces a nivel de proteína. Para este propósito, los niveles plasmáticos de los 3 biomarcadores se midieron 45
mediante ensayo inmunoenzimático (ELISA). Estos experimentos atestiguaron que los niveles de proteína de 
THBS1 y PGF eran significativamente distinguibles entre pacientes con EF alta y baja.

Dado que los kits de VEGFB ELISA comercialmente disponibles no se encontraron lo suficientemente sensibles para 
detectar VEGFB en las presentes muestras de plasma, los presentes inventores diseñaron su propio kit que permite 
la cuantificación de VEGFB en fluidos biológicos tales como el plasma humano.50

Por "resultado favorable", se entenderá que esto significa un menor riesgo de que el paciente desarrolle una 
afección cardíaca, tal como insuficiencia cardíaca y/o sufra de remodelación ventricular izquierda. Se cree que 
Remodelación ventricular derecha es menos relevante, por lo que no se prefiere.

Por "resultado desfavorable", se entenderá que esto significa un mayor riesgo de que el paciente desarrolle una 
afección cardíaca, tal como insuficiencia cardíaca y/o sufra de remodelación ventricular izquierda.55

También se comprenderá que mientras se asocian los riesgos de insuficiencia cardíaca y remodelación ventricular 
izquierda, estas son afecciones separadas y, por lo tanto, un paciente podría sufrir uno, pero no el otro. Por lo tanto, 
el mayor riesgo de insuficiencia cardíaca o remodelación ventricular es desfavorable.
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Se apreciará que las secuencias de ARN dadas en el listado de secuencias comprenden Timina (T) ya que es cómo 
se representa en la página web de NCBI. En cada caso, está claro que se contempla el reemplazamiento de T por 
Uracilo (U).

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 es una ilustración de los datos de micromatrices interpretados con el algoritmo SAM.5

La Figura 2 muestra la red de interacción proteína - proteína de la angiogénesis en el IM humano.

La Figura 3 ilustra la estrategia utilizada para el análisis combinado de los modelos de clasificación basados en la 
expresión génica con los modelos de clasificación basados en la red.

La Figura 4 muestra un mapa térmico que ilustra las diferencias en la expresión (micromatrices) de los 
biomarcadores entre pacientes con fracción de eyección alta (H) y baja (L).10

La Figura 5 muestra gráficas cuantil-cuantil que ilustran la relación entre la fracción de eyección y la expresión de 
los biomarcadores evaluados por micromatrices y ELISA.

La Figura 6 muestra gráficos de dispersión que ilustran la relación entre la fracción de eyección y la expresión de 
los biomarcadores evaluados por micromatrices y ELISA.

La Figura 7 representa la evolución de los niveles plasmáticos de VEGFB entre el día del infarto (día 0) y el día 15
después (día 1). Mientras que el VEGFB plasmático disminuye entre el día 0 y el día 1 en los pacientes con EF 
baja (-10 %), los pacientes con EF alta tienen niveles crecientes de VEGFB (+ 15,4 %).

La Figura 8A muestra los valores de expresión de VEGFB usando PCR cuantitativa y micromatrices para 
pacientes con EF alto y EF bajo

La Figura 8B muestra la correlación significativa observada entre la expresión de VEGFB y la fracción de 20
eyección.

La Figura 9 muestra los niveles de VEGFB entre los grupos EF alto y bajo en el día 0, el día 1 y el día 2 después 
del IM.

La Tabla 1 es un resumen de los resultados predictivos de los modelos de clasificación basados en los niveles de 
ARNm de VEGFB, THBS1 y PGF.25

La Tabla 2 es un resumen de las conclusiones alcanzadas en los experimentos subyacentes a la presente 
invención.

La Tabla 3 es un resumen de las estadísticas realizadas para comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF 
entre pacientes con EF alta y pacientes con EF baja.

La Tabla 4 es un resumen de las estadísticas de la comparación entre los niveles de ARNm de los 3 30
biomarcadores en los dos grupos.

La Tabla 5 es un resumen del rendimiento predictivo de NT-pro-BNP.

La Tabla 6 es una lista de 28 genes angiogénicos expresados diferencialmente entre grupos EF altos y bajos.

La Tabla 7 muestra rendimientos de predicción usando dos modelos de aprendizaje automático.

Descripción detallada35

La insuficiencia cardíaca (IC) es la principal complicación del infarto de miocardio (IM). Los datos recientes 
mostraron que el 63 % de los pacientes desarrollan IC en los 6 años posteriores al IM. La angiogénesis es un 
fenómeno clave involucrado en la reparación del miocardio después de IM. La angiogénesis está estrechamente 
regulada por un equilibrio que se rige por un gran número de factores angiogénicos, siendo algunos de ellos pro- y 
otros anti-angiogénicos. Una desregulación de este equilibrio puede conducir a una angiogénesis inapropiada y 40
puede sentar las bases para el desarrollo de IC después de un episodio de IM.

Los informes recientes indican claramente que la identificación temprana de los pacientes propensos a sufrir de IC 
después de IM puede mejorar significativamente la adaptación de las estrategias terapéuticas al paciente individual 
("medicina personalizada"). Al igual que muchos otros trastornos cardiovasculares, la IC es una enfermedad 
multifactorial. Por lo tanto, el uso de biomarcadores únicos para predecir la aparición de IC después de IM tiene un 45
valor limitado. La multiplicación de biomarcadores pronósticos puede ser de interés para predecir finamente la IC.

En primer lugar, los presentes inventores hipotetizaron que un conjunto de biomarcadores pronóstico podría 
identificarse a través del análisis de las biofirmas de las células sanguíneas circulantes. En segundo lugar, 
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hipotetizaron que un enfoque sobre la base de la red de interacción proteína-proteína también puede tener el 
potencial de destacar biomarcadores pronósticos de la IC. Y en tercer lugar, los presentes inventores probaron si la 
combinación de los datos obtenidos por estos dos enfoques independientes permitiría alcanzar un mayor nivel de 
pronóstico que cada enfoque tomado por separado.

Para este propósito, se seleccionaron dos grupos de pacientes (n = 16 por grupo) con IM, un grupo de pacientes con 5
resultado favorable después del IM (Fracción de Eyección (EF) > 40 %) y un grupo de pacientes con resultado 
desfavorable (EF ≤ 40 %). Esta estrategia para seleccionar "fenotipos extremos" se eligió para aumentar las 
posibilidades de encontrar diferencialmente expresado genes entre los dos grupos sin la necesidad de un gran 
tamaño de la muestra. El ARN se extrajo de células enteras aisladas de la sangre periférica de estos pacientes. Las 
biofirmas se determinaron por perfiles de micromatrices. Después de varios procedimientos de normalización, 10
filtrado y estadística, se encontró que un conjunto de 525 genes se expresaban diferencialmente entre los dos 
grupos de pacientes (cambio de 1,3 veces, tasa de descubrimiento falso 24,5 %). Entre ellos, un grupo de 47 genes 
con valor pronóstico moderado se identificó por modelos de clasificación con un máximo AUC de 0,72. El filtrado 
adicional de estos genes llevó a un grupo de 9 genes con un valor pronóstico equivalente (AUC 0,68).

En un intento de aumentar la fuerza de la predicción proporcionada por los genes recuperados de experimentos de 15
micromatriz, y teniendo en cuenta la importancia de la angiogénesis en la reparación del corazón después de IM, se 
dibujó una red de interacción proteína-proteína de angiogénesis en el IM humano. Esta red se ensambló mediante la 
extracción de genes conocidos por estar implicados en este proceso y las correspondientes interacciones (curadas) 
proteína-proteína de bases de datos públicas. Los análisis de agrupación de esta red informaron de un módulo 
significativamente asociado al crecimiento de las células y la regulación del crecimiento. Dentro de este grupo, se 20
encontraron 38 genes significativamente expresados diferencialmente entre las clases de EF. Diferentes 
clasificadores independientes construidos con estos 38 genes informaron un valor pronóstico moderado (AUC máx. 
= 0,73), equivalente al obtenido a partir de micromatrices. Curiosamente, el filtrado adicional de estos genes 
(selección de características sobre la base de correlación) produjo un conjunto de 3 genes con un valor pronóstico 
más fuerte (AUC = 0,82 utilizando un alumno sobre la base de la instancia, Tabla 1). Estos 3 genes, VEGFB, THBS1 25
y PGF, se ven en el presente documento como un nuevo "conjunto pronóstico" de biomarcadores de IC. La 
expresión diferencial de estos 3 genes se validó por PCR cuantitativa. Además, se midieron los niveles plasmáticos 
de los 3 biomarcadores.

En un descubrimiento, se demostró que los pacientes capaces de montar una respuesta significativa a la IM, 
caracterizado por altos niveles de ARNm o proteína plasmática del factor de crecimiento endotelial vascular B 30
(VEGFB) y bajos niveles plasmáticos de Trombospondina-1 (THBS1) y factor de crecimiento placentario PGF o 
PlGF), tienen una baja susceptibilidad a desarrollar HF y/o someterse a Remodelación Ventricular. Por lo tanto la 
medición de los niveles plasmáticos de estos tres biomarcadores puede servir como una herramienta útil para 
predecir la aparición de HF y/o Remodelado Ventricular después del IM.

Tabla 1. Rendimiento predictivo de los modelos de clasificación basados en los niveles de ARNm de los 3 35
biomarcadores.

Tipo de entrada Modelo de clasificación Precisión típica* (%) AUC*

Solo biomarcadores sobre la base de SAM K* 65 0,63

Biomarcadores sobre la base de la red K* 84 0,82

Solo biomarcadores sobre la base de SAM SVM 68 0,68

Biomarcadores sobre la base de la red SVM 75 0,75

* Sobre la base de la validación cruzada de “dejar uno fuera”

Biomarcadores potenciales utilizados: derivados de SAM (9 genes) y basados en la red (3 genes). AUC: área bajo la 
curva (ROC); SVM: Máquina de Vector de Soporte.

Por lo tanto, los presentes inventores proponen una nueva estrategia para identificar a los pacientes en riesgo de 40
desarrollar IC después de IM, sobre la base de la medición de un grupo de 3 biomarcadores, VEGFB, THBS1 y 
PGF. Estas mediciones pueden hacerse a partir de ARN extraído de células sanguíneas o de niveles plasmáticos de 
las proteínas correspondientes.

La Tabla 2 resume los descubrimientos particulares detrás de la presente invención.

45
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Tabla 2. Asociación entre el ARNm y los niveles plasmáticos de los 3 biomarcadores y la EF.

EF alto (resultado favorable) EF bajo (resultado desfavorable)

ARNm Plasma ARNm Plasma

VEGFB Alto Alto Bajo Bajo

THBS1 Bajo Bajo Alto Alto

PGF Bajo Bajo Alto Alto

Los niveles de ARNm se miden mediante micromatrices en muestras de sangre cosechadas el día de MI. 
Los niveles plasmáticos se miden por ELISA un día después de IM.

Todas las referencias citadas en el presente documento se incorporan en su totalidad en el grado en que no estén 
en conflicto con la presente invención.

La invención se describirá a continuación con detalle adicional en los ejemplos no limitantes que acompañan.5

Ejemplos

Ejemplo 1

PACIENTES Y PROCEDIMIENTOS

Pacientes 

Los pacientes con IM agudo fueron tratados con intervención coronaria percutánea primaria. El IM agudo se definió 10
por la presencia de dolor torácico < 12 horas con elevación significativa del segmento ST y enzimas cardíacas 
positivas. Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento de la reperfusión mecánica (para micromatrices y 
análisis cuantitativos de PCR) y el día después del IM (para la determinación de los niveles plasmáticos). Todos los 
pacientes firmaron un consentimiento informado.

Micromatrices15

Para aumentar las posibilidades de detectar biomarcadores relevantes en el contexto del remodelado ventricular, se 
seleccionaron dos grupos de pacientes con fenotipos "extremos" después del IM, a saber, pacientes que 
evolucionaron favorablemente después del infarto (EF ≥ 45 %, promedio 61 %) y pacientes que evolucionaron
desfavorablemente (EF ≤ 40 %, promedio del 33 %). Cada grupo contenía 16 pacientes.
El ARN total se extrajo de células de sangre entera mediante la tecnología PAXgene ™. La sangre extraída en tubos 20
de ARN de sangre PAXgene ™ (PreAnalytix®, BD Europe, Erembodegem, Bélgica) se almacenó a -20 ºC hasta la 
extracción de ARN. La extracción se realizó con el kit PAXgene ™ Blood RNA (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La cantidad de ARN se midió usando el espectrofotómetro ND-1000 
(NanoDrop® Technologies, Wilmington, EE.UU.). La calidad del ARN se evaluó utilizando el aparato Bioanalyzer® 
2100 (Agilent Technologies, Massy, Francia) con los Nano chips ARN 6000. Solo el ARN de alta calidad 25
(DO260/DO280 > 1,9 y DO260/DO230 > 1,7) y el ARN sin degradar se consideraron para su análisis adicional.

Un ARN de referencia común (Universal Human Reference RNA, Stratagene Europe, Amsterdam, Países Bajos), se 
utilizó una mezcla de ARN de 11 líneas celulares junto con ARN del paciente en todas las etapas siguientes para 
proporcionar un patrón de referencia interno para comparaciones de los niveles de expresión génica a través de 
matrices.30

Los ARN mensajeros se amplificaron usando el kit Amino Alil MessageAmp ™ (Ambion®, Cambridgeshire, Reino 
Unido) de acuerdo con el protocolo del fabricante, comenzando con un μg de ARN total. Cinco µg de cada amino alil
ARNa se marcaron con Cy3 o Cy5 (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido). Se midió el acoplamiento de amino 
alil ARNa usando el espectrofotómetro ND-1000 NanoDrop®. El rendimiento de acoplamiento del colorante > 5 %
fue un requisito previo para un análisis posterior. Se combinaron 750 ng de cada amino alil ARNa marcado Cy3 o 35
Cy5 (ARN de referencia o ARN donante) y se hibridaron en micromatrices de oligonucleótidos pangenómicos que 
contenían 25.000 genes (Genomic Platform, Illkirch, Francia). Se hibridaron cuatro micromatrices por paciente y se 
realizó un intercambio de colorantes (2 micromatrices paciente Cy3/referencia Cy5 y 2 micromatrices paciente 
Cy5/referencia Cy3). Las etapas de hibridación se realizaron utilizando el sistema Agilent Technologies. Brevemente, 
el ARN se fragmentó con un tampón de fragmentación antes de mezclar con un tampón de hibridación. Los 40
micromatrices se bloquearon con etanolamina 50 mM en tampón de borato 50 mM pH = 9,0. Las cámaras de 
hibridación de Agilent y el horno de rotación se usaron para la hibridación a 60ºC durante 17h a 4 rpm. Los 
micromatrices se lavaron durante 10 min en SSC 6X, Triton X-102 al 0,005 %, durante 5 min en SSC 0,1X, Triton X-
102 al 0,005 % y luego se secaron por centrifugación antes de escanear usando un escáner de micromatrices Axon 
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4000B y GenePix Pro 6® (Molecular Devices, Berks, Reino Unido). Se permitió el ajuste de la ganancia del 
fotomultiplicador y 0,1 % de puntos saturados durante el escaneado.

La determinación de los puntos y la cuantificación de los datos brutos de los cuatro micromatrices para cada 
paciente se realizaron en un análisis por lotes usando el software gratuito MAIA® (Institut Curie, Francia). Este 
software asigna cada punto con nueve parámetros de calidad que permiten la determinación de "puntos de buena 5
calidad" entre los cuatro micromatrices. Solo se mantienen buenos puntos para un análisis posterior. Se realizó un 
paso de normalización no lineal Lowess con el software Acuity® (Molecular Devices) para compensar la distribución 
desigual de Cy3-Cy5. En los pasos siguientes se utilizó la relación logarítmica normalizada de Cy3/Cy5. A 
continuación, se realizó una etapa de filtrado para retirar los genes que no estaban presentes en al menos tres 
micromatrices de cuatro. La calidad y reproducibilidad de cada uno de los cuatro micromatrices por paciente se 10
evaluaron mediante ANOVA, coeficientes de correlación y Mapas de Autoorganización elaborados con el software 
Acuity®. Los datos se almacenan en el administrador de datos de micromatriz sobre la base de la Web MEDIANTE.

Antes del análisis estadístico, los genes no presentes en al menos el 50 % de los pacientes fueron filtrados. El 
análisis supervisado se realizó utilizando dos enfoques complementarios. El primer enfoque involucró el software de 
Análisis de Significación de Micromatrices (SAM) que correlaciona la expresión génica con una variable externa 15
como el valor EF. Se utilizó una prueba no apareada de dos clases. La imputación de valores faltantes de genes se 
realizó a través de un algoritmo K-Vecino más cercano utilizando 10 vecinos.

Red de interacción proteína-proteína

Un conjunto de genes centrales, conocidos por estar asociados a la angiogénesis en el infarto de miocardio, se 
recuperó de la base de datos Entrez-Gene, Consulta: "humano Y corazón Y angiogénesis Y miocardio E infarto". Las 20
interacciones proteína-proteína anotadas asociadas con estos genes centrales se recuperaron de la base de datos 
de referencia de proteínas humanas (HPRD).

Se implementó un análisis de agrupación en red para identificar posibles módulos de red funcionales. Los clústeres 
se identificaron mediante el algoritmo de agrupación de red MCODE (Cytoscape plug-in).

Ensayos bioquímicos para THBS1, PGF y NT-pro-BNP25

Los niveles plasmáticos de THBS1 y PGF se midieron en muestras de 46 pacientes mediante ELISA utilizando los 
kits Quantikine DTSP10 y DPG00, respectivamente (R&D Systems, Oxon, RU). Los límites de detección de los 
ensayos fueron 0,35 ng/ml para THBS1 y 7 p/ml para PGF. Se midió el nivel plasmático de pro-BNP (N-terminal-pro-
BNP, NT-pro-BNP) utilizando el dispositivo inmunológico Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Meylan, Francia). El 
límite de detección de los ensayos fue de 20 pg/ml.30

Montaje del kit de diagnóstico VEGFB

Se desarrolló un ELISA sándwich para detectar VEGFB 167 y VEGF-B 186. Se recubren placas de microtitulación 
(Lumitrac 600, Greiner, Bélgica) con 100 μl de anticuerpo monoclonal anti-VEGF-B de ratón (2 μg/ml en PBS, 
MAB751, R&D systems, RU) durante la noche a 4 °C. Después de tres lavados, las placas se bloquearon durante 1 
hora con 300 μl de BSA-PBS al 5 % a 500 rpm y temperatura ambiente. Se produce una curva patrón de 2000 pg/ml 35
a 15,6 pg/ml con VEGFB 167 humano (751-VE, R&D Systems) en BSA-PBS al 1 %. Después del bloqueo, las 
placas se lavan tres veces y se incuban durante 2 horas con 100 μl de plasma, blanco o patrones a 500 rpm y 
temperatura ambiente. Después de tres lavados, se añaden 100 μl del anticuerpo policlonal de VEGF-B de cabra 
(400 ng/ml en BSA - PBS al 1 %, AF751, R & D Systems) a cada pocillo y las placas se incuban durante 1 hora a 
500 rpm y temperatura ambiente. Después de tres lavados, se añaden 100 μl de anticuerpo anti-cabra de burro 40
conjugado con biotina (127500 en BSA-PBS al 1 %, 705-065-147, Jackson, EE.UU.) a cada pocillo y las placas se 
incuban durante 1 hora a 500 rpm y temperatura ambiente. Después de tres lavados, se añaden 100 μl de 
estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina (2 μg / ml en BSA-PBS al 1 %, 016-050-084, Jackson) a cada pocillo
y las placas se incuban durante 1 hora a 500 rpm y temperatura ambiente. Las placas se lavan cuatro veces con 
solución salina tamponada con Tris añadida con Tween 20 (pH 7,5) antes de la incubación con 100 μl por pocillo de 45
Lumiphos 530TM (Lumigen, EE.UU.) durante 30 minutos a 500 rpm, a temperatura ambiente y protegidas de la luz. 
La quimioluminiscencia se detecta usando un Polarstar Optima (BMG Labtech, París, Francia).

Análisis estadístico

Para cada conjunto de entrada, se evaluaron diferentes clasificadores estadísticos convencionales y de aprendizaje 
de máquinas, por ejemplo. Análisis de Predicción para Micromatrices (PAM), Maquina de soporte de vector (SVM) y 50
las técnicas K*. El K* es un modelo sobre la base de casos que clasifica una nueva muestra sobre la base de la 
información de clase proporcionada por sus vecinos más relevantes (o más cercanos) en un conjunto de datos de 
formación. K* aplica una medida de distancia sobre la base de entropía para estimar el conjunto de vecinos. Se 
implementaron modelos con combinación global = 20, y curvas de entropía media de columna para estimar valores 
faltantes.55

El filtrado adicional en los datos de genes sobre la base de la red se implementó con el algoritmo de selección de 
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características sobre la base de correlación (CFS) utilizando la estrategia de "mejor primera búsqueda" (BF) (Figura
3). El CFS es un procedimiento de selección de características de filtro que encuentra subconjuntos de 
características (es decir, genes) que maximizan la correlación gen-clase mientras minimizan la correlación gen-gen. 
Los procedimientos de selección de la característica de filtro se implementan independientemente de cualquier 
modelo de clasificación. La estrategia de BF se basó en una escalada codiciosa de la colina aumentada con un 5
retroceso de subconjunto.

Los resultados de la evaluación de la clasificación se calcularon utilizando la estrategia de validación cruzada "leave-
one-out" (LOO), así como la validación cruzada de 10 veces. Se utilizaron las áreas estimadas bajo las curvas (AUC) 
de la ROC (Curva Característica Operativa del Receptor) validada de forma cruzada para resumir el rendimiento de 
clasificación estimado de los clasificadores.10

Las diferencias estadísticas entre los grupos EF (sobre la base de cada uno de los biomarcadores) se realizaron 
mediante la prueba t de Student y se corroboraron con pruebas no paramétricas. Las correlaciones entre estos 
biomarcadores y los valores de EF se estimaron con coeficientes de Pearson convencionales (Tabla 2).

Software

La implementación de los modelos de aprendizaje automático y la evaluación estadística se realizaron con la 15
plataforma de extracción de datos Weka (v. 3.4). El agrupamiento jerárquico se implementó utilizando el 
procedimiento de grupo de pares no ponderado con promedios aritméticos y coeficientes de correlación. La 
visualización de clústeres se realizó con GEPAS. Se generaron ensayos de significación estadística, valores de 
correlación de Pearson y gráficas con el paquete Statistica (v. 6.0).

RESULTADOS20

1. El gráfico del Análisis estadístico de Micromatrices (SAM) muestra que 525 genes se expresan diferencialmente
entre grupos de baja y alta EF (Figura 1). Se seleccionó un umbral para el cambio de 1,3 veces y se obtuvo un FDR 
del 24,5 %. Los puntos rojos representan genes regulados positivamente en el grupo EF bajo, los genes verdes 
regulados positivamente en el grupo EF alto y los puntos negros representan genes cuyo plegamiento de veces es <
1,3 entre los dos grupos.25
2. Red de interacción proteína-proteína de angiogénesis en el IM humano (Figura 2). La red resultante consistió en 
556 nodos (proteínas) y 686 aristas (interacciones). El análisis de agrupación de redes consistentemente destacó la 
existencia de un clúster de red (53 proteínas) con una representación altamente significativa de los procesos 
biológicos (Ontología Génica) relacionados con el crecimiento celular y la regulación del crecimiento.
3. La Figura 3 muestra que el análisis combinado de los modelos de clasificación sobre la base de la expresión 30
génica con los modelos de clasificación basados en la red permitió la identificación de 3 genes con mayor valor 
pronóstico (AUC máx. = 0,82) que los modelos de clasificación basados en la expresión génica sola 
(0,56<AUC<0,72) o modelos de clasificación basados en la red solamente (0,56<AUC<0,73). Los resultados 
pronósticos más elevados (sobre la base de los 3 genes) obtenidos hasta la fecha se han obtenido con el modelo de 
aprendizaje sobre la base de el caso K*.35
4. Un mapa térmico ilustra las diferencias en la expresión (obtenida por micromatrices) de los biomarcadores entre 
pacientes con fracción de eyección alta (H) y baja (L) (Figura 4). Los colores (rojo, rosa, azul claro, azul oscuro) 
muestran el intervalo de valores de expresión (alto, moderado, bajo, más bajo). El color blanco indica valores 
indetectables. VEGFB se expresa más claramente en el grupo de pacientes con EF alto mientras que THBS1 y PGF 
es más expresados en el grupo EF bajo.40
5. Los Gráficos cuantil-cuantil (Figura 5) y parcelas de dispersión (Figura 6) ilustran las dependencias estadísticas 
entre la fracción de eyección y la expresión de los biomarcadores evaluados por micromatrices y ELISA. La relación 
lineal mostrada sugiere que estas variables siguen distribuciones de datos similares. Los resultados de la prueba t 
de Student y la correlación de coeficientes lineales correspondientes a estas gráficas se resumen en la Tabla 3. 
VEGFB es positivamente correlacionado con la EF, mientras que THBS1 y PGF están correlacionados 45
negativamente con la EF. Se obtienen resultados concordantes con micromatrices y ELISA para THBS1 y PGF. 
Para VEGFB el nivel de ARNm se encontró significativamente mayor en pacientes con EF bajo que en pacientes con 
EF bajo la técnica de micromatrices.

Tabla 3

Gen Micromatrices Proteínas plasmáticas

THBS1 t = 2,4, p = 0,02
r = -0,3, p = 0,2

t = 2,1, p = 0,04
r = -0,2, p = 0,1

PGF t= 2,8, p = 0,01
r = -0,2, p = 0,2

t = 2,2, p = 0,04
r = -0,2, p = 0,2

VEGFB t = 3,1, p = 0,004
r = 0,3, p = 0,05

t = -1,3, p = 0,20
r = 0,2, p = 0,3

50
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(continuación)

Gen Micromatrices Proteínas plasmáticas

t: Estadística t
r: coeficiente de correlación lineal
Las estadísticas realizadas sobre los niveles de ARNm medidos por micromatrices en muestras de sangre 
recolectadas el día de IM y los niveles plasmáticos medidos por ELISA un día después de IM.

6. Estadística descriptiva de los niveles de ARNm de los 3 biomarcadores en los dos grupos de pacientes con IC que 
muestran el mayor nivel de ARNm de VEGFB y los niveles más bajos de ARNm de THBS1 y PGF en pacientes con 
EF alto en comparación con pacientes con EF baja (Tabla 4). También se proporcionan en esta tabla los umbrales 5
teóricos para los niveles de ARNm asociados con una EF alta (> 40 %) o un EF bajo (≤ 40 %) según se determina a 
partir de las figuras 5 y 6. Por ejemplo, en la población de pacientes con IC utilizada en este estudio, un paciente que 
tenía un nivel de ARNm de VEGFB superior a -1,4, un nivel de ARNm de THBS1 inferior a 0 y un nivel de ARNm de 
PGF inferior a -0,1, era más propenso a tener una EF alta. Por el contrario, un paciente que tiene un nivel de ARNm 
de VEGFB inferior a -1,4, un nivel de ARNm de THBS1 superior a 0 y un nivel de ARNm de PGF superior a -0,1 era 10
más propenso a tener una EF baja. Es importante mencionar que la combinación de los 3 biomarcadores en lugar de 
cada biomarcador solo o una combinación de 2 biomarcadores se asocia más exactamente a la EF.

Tabla 4. Estadísticas descriptivas de los niveles de ARNm de los 3 biomarcadores en los dos grupos.

Alta EF
(Resultado favorable)

Baja EF
(Resultado desfavorable)

Media ± DE (min / máx.) Límite Media ± DE (min / máx.) Límite Estad, T 

VEGFB
-1,05 ± 0,42

(-1,78 / -0,20)
> -1,4

-1,46 ± 0,32
(-2,07 / -1,09)

< -1,4
t=3,1

p=0,004

THBS1
-0,13 ± 0,28
(-0,57 / 0,33)

< 0
0,29 ± 0,58

(-0,66 / 1,97)
> 0

t=2,4
p=0,02

PGF
-0,19 ± 0,10

(-0,34 / -0,03)
< -0,1

-0,07 ± 0,15
(-0,34 / 0,15)

> -0,1
t=2,8

p=0,01

t: Estadística t
p: valor de probabilidad
DE : Desviación estándar

7. Pruebas adicionales del clasificador utilizando los niveles plasmáticos de VEGBF, THBS1 y PGF medidos 1 día 15
después de IM en los mismos 32 pacientes que se han utilizado para construir el clasificador produjeron un AUC de 
0,75. Esto sugiere que el rendimiento de predicción del clasificador es bueno incluso cuando se utiliza un conjunto 
de datos diferente que codifica otros tipos de mediciones (por ejemplo, los niveles plasmáticos).
8. Dado que el único biomarcador establecido de HF es pro-BNP, se comparó el rendimiento pronóstico del conjunto 
de 3 biomarcadores en el presente documento descrito con el rendimiento pronóstico de NT-pro-BNP. El rendimiento 20
pronóstico del nivel plasmático de NT-pro-BNP, medido 1 día después del IM, fue moderado (AUC = 0,63, Tabla 5). 
Por lo tanto, el conjunto de 3 biomarcadores descritos en el presente documento claramente superó el valor 
pronóstico de NT-pro-BNP.

Tabla 5. Rendimiento predictivo de NT-pro-BNP

Tipo de entrada Modelo de clasificación Precisión típica* (%) AUC*

NT-pro-BNP K* 50 0.52

NT-pro-BNP SVM 63 0.63

* Sobre la base de la validación cruzada leave-one-out.
AUC: Área bajo la curva (ROC); SVM: Máquina de Vector de Soporte.

25
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Ejemplo 2 

PACIENTES Y PROCEDIMIENTOS

Los pacientes con IM agudo fueron inscritos en un registro nacional de IM y tratados con intervención coronaria 
percutánea primaria. El IM agudo se definió por la presencia de dolor torácico < 12 horas con elevación ST 
significativa y aumento de la creatina quinasa y la troponina I a más de 2 veces el límite superior de la normalidad. 5
Las muestras de sangre se obtuvieron en el momento de la reperfusión mecánica (para ARN y aislamiento del 
plasma), un día o dos días después del IM (para el plasma). El protocolo ha sido aprobado por el comité de ética 
local y se ha obtenido el consentimiento informado de todos los sujetos.

La cohorte de validación de 290 pacientes con IM fue de un estudio prospectivo realizado en los Hospitales 
Universitarios de Leicester NHS Trust (Reino Unido). La ecocardiografía se realizó al alta y 6 meses después del 10
infarto. El volumen diastólico final de LV (LVEDV) se estimó utilizando la regla de Simpson modificada biplanar a 
partir de vistas apicales de dos y cuatro cámaras. El grado de remodelación del VI se evaluó a partir del cambio en 
LVEDV (DEDV) entre la descarga y el seguimiento.

Micromatrices

Los perfiles transcriptómicos de células de sangre completa se obtuvieron utilizando micromatrices de 15
oligonucleótidos que representan 25.000 genes. Los datos están disponibles en la base de datos Gene Expression 
Omnibus (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) bajo el número de registro GSE8723. El análisis supervisado se realizó 
mediante el software de Análisis de Significación de Micromatrices (SAM). La significación estadística de la sobre-
representación de términos de Ontología Génica (GO) en conjuntos de genes se estimó con la base de datos 
DAVID. Los mapas de calor se obtuvieron utilizando el software Gene Set Enrichment Analysis (GSEA).20

Medida de la expresión de VEGFB

La expresión de VEGFB ARNm en células sanguíneas obtenidos el día de MI se determinó por PCR cuantitativa. Se 
preparó un ELISA en sándwich casero para medir los niveles plasmáticos de VEGFB.

Modelos de clasificación de pacientes

La Máquina de Vector de Soporte (SVM) y los modelos de clasificación computacional de K* fueron evaluados para 25
probar la significación pronóstica de los niveles de expresión de VEGFB. El algoritmo SMO (optimización mínima 
secuencial) para el entrenamiento de los clasificadores SVM se implementó con los siguientes parámetros: 
parámetro de complejidad C = 1,0, épsilon = 1,0E-12, exponente del núcleo polinomial = 1,0. Se implementaron 
modelos con combinación global = 20, y curvas de entropía media de columna para estimar valores faltantes. Los 
resultados de la evaluación de la clasificación se calcularon mediante la estrategia de dejar de lado una validación 30
cruzada (LOO). El área bajo la curva característica de funcionamiento del receptor (AUC) se utilizó para resumir el 
rendimiento de clasificación estimado de los clasificadores.

Análisis estadístico

Las comparaciones entre las medias de dos grupos de pacientes se realizaron con prueba de t no apareada de dos 
colas para los datos gaussianos y la prueba de Mann-Whitney para los datos no gaussianos. Las variables 35
categóricas se compararon mediante la prueba exacta de Fisher. La correlación entre los niveles de biomarcadores 
y la clase EF se estimó con la prueba de Spearman. La implementación de los modelos de aprendizaje automático 
se realizó con la plataforma de minería de datos Weka (v. 3.4). El agrupamiento jerárquico se implementó utilizando 
el procedimiento de grupo de pares no ponderado con promedios aritméticos y coeficientes de correlación. La 
visualización de clústeres se realizó con GEPAS. Se generaron pruebas de significación estadística con el paquete 40
Statistica (v. 6,0). Se consideró estadísticamente significativo un valor de P < 0,05.

Resultados

Selección y características del paciente

Se reclutaron pacientes que presentaban IM con elevación de ST aguda, tratados con reperfusión mecánica. Para 
los análisis transcriptómicos, dos grupos de 16 pacientes con IM agudo fueron seleccionados sobre la base de su EF 45
1 mes después de MI. Un grupo de pacientes tenía una función sistólica del VI mantenida con alta FE después de IM 
(> 40 %, mediana 63 %, intervalo 45-73), y el otro grupo con función FE baja (≤ 40 %, mediana 35 % 20-40).

Análisis transcriptómico de las células sanguíneas

Los perfiles de expresión génica de células sanguíneas totales aisladas en el momento de la reperfusión se 
obtuvieron utilizando micromatrices de 25.000 genes. Entre éstos, 525 genes se encontraron diferencialmente 50
expresado por SAM entre EF alta y pacientes con baja EF de 1,3 veces el cambio de umbral y una tasa de falso 
descubrimiento de 24,5 %. 226 genes fueron regulados en el grupo de alto EF y 299 fueron regulados en el grupo de 
baja EF. De los 525 genes, GSEA recuperó los 50 genes más significativamente asociados a uno u otro grupo de 
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pacientes.

Genes angiogénicos asociados al resultado clínico después del IM

Siguiendo la presente hipótesis de trabajo que la angiogénesis puede desempeñar un papel significativo en la 
reparación cardíaca después de IM, el objeto fue identificar, a partir de los 525 genes expresados diferencialmente 
en pacientes con alta y baja EF, los genes relacionados con la angiogénesis. Para este propósito, se recuperaron de 5
la base de datos Entrez Gene una lista de 494 genes que se sabe que están relacionados con la angiogénesis en 
los seres humanos con la siguiente consulta: "angiogénesis" Y "homo sapiens". De los 525 genes expresados 
diferencialmente, 28 se encontraron en este conjunto de 494 genes angiogénicos: hasta 20 regulados positivamente
en el grupo de baja EF y hasta 8 regulados positivamente en el grupo de alta EF (Tabla 6).

Tabla 6. Lista de 28 genes angiogénicos expresados diferencialmente entre grupos EF alta y baja.10

Sobre-expresados en grupo EF baja

Pro angiogénico 
(n=15)

Cambio en 
veces

q-valor (%) Anti angiogénico (n=6)
Cambio en 
veces

q-valor (%)

BMX 1,90 11,36 CLU 1,50 4,97

PBEF1 1,73 20,21 THBS1 1,44 5,88

FOS 1,66 4,09 ITGB1 1,34 25,29

PFKFB3 1,65 0,00 MAPK14 1,31 24,72

CD55 1,65 5,53 STAT1 1,31 25,56

HIF1A 1,63 0,00 MME 1,31 20,21

IL8 1,59 7,51

PTGS2 1,55 11,36

TGFBR1 1,50 9,87

THBS1 1,44 5,88

SLC2A3 1,40 0,00

ERO1L 1,32 28,34

PLAUR 1,31 5,88

ADM 1,31 25,06

B2M 1,30 28,12

Bajo-expresados en grupo EF baja

Pro angiogénico (n=4)
Cambio en 
veces

q-valor (%) Anti angiogénico (n=4)
Cambio en 
veces

q-valor (%)

VEGFB 0,74 4,97 SOD1 0,70 11,36

RHOC 0,74 8,70 MAGED1 0,75 9,31

CX3CR1 0,76 17,27 ANXA2 0,76 17,27

ATP5B 0,80 21,32 BAI1 0,76 17,27

q valor: la tasa más baja de descubrimiento falso a la que el gen se denomina significativo (como 'valor p' 
adaptado al análisis de un gran número de genes). Nota: el número total de genes en esta tabla es 28 puesto que 
la trombospondina 1 (THBS1) es tanto pro como antiangiogénica,

Un mapa de calor elaborado con estos 28 genes mostró que el resultado clínico después del IM se asocia con una 
biofirma distinta vinculada a la angiogénesis.

En un intento de evaluar si esta biofirma se asocia a la estimulación o la represión de la angiogénesis, se consultó la 
base de datos Entrez Gene para las propiedades pro o anti angiogénicas de los 28 genes angiogénicos encontrados 15
expresados diferencialmente entre los 2 grupos de pacientes con IM. Como se muestra en la Tabla 6, el equilibrio 
entre los factores conocidos pro y anti angiogénicos tiende a inclinarse hacia el lado pro angiogénico para los 
pacientes con EF baja, aunque solo se puede especular que esto está asociado con la estimulación de la 
angiogénesis.

Después los presentes inventores estrecharon sus investigaciones sobre VEGFB porque: (1) entre los 4 genes pro 20
angiogénicos sobre expresados en el grupo EF alta (y, por tanto, potencialmente implicados en la remodelación 
favorable del corazón), solo VEGFB fue recuperado por la base datos Entrez Gene utilizando la consulta: 
"angiogénesis Y homo sapiens Y corazón"; y (2) la diferencia entre la expresión de VEGFB en pacientes EF altos y 
bajos fue la más significativa entre los genes pro-angiogénicos (Tabla 6).
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La expresión de VEGFB se correlaciona con el resultado después de IM

La PCR cuantitativa se utilizó para confirmar los datos de micromatrices sobre VEGFB. Los valores de expresión 
entre los 2 grupos de 16 pacientes con IM se compararon entre los micromatrices y la PCR cuantitativa. Ambas 
técnicas informaron niveles más altos de expresión de ARNm de VEGFB en pacientes con EF alta en comparación 
con pacientes con EF baja: 1,3 veces (t = 3,35; P = 0,004) para micromatrices y 1,7 veces (t = 3,35; P = 0,003) para 5
PCR cuantitativa (Figura 8A). La Figura 8B muestra la correlación significativa observada entre la expresión de 
VEGFB y la EF (r = 0,39; P = 0,03). Por lo tanto, la expresión de VEGFB en las células sanguíneas parece estar 
correlacionada con el resultado después del IM.

Los niveles plasmáticos de VEGFB se asocian al resultado clínico después del IM

Después los presentes inventores midieron la VEGFB en el plasma sanguíneo de 140 pacientes con IM, separados 10
en 2 grupos, es decir, aquellos con función VE preservada (mediana del 57 %, intervalo 45-89) y con deterioro 
(mediana 37 %, intervalo 17-44). El muestreo de sangre se realizó el día del IM (n = 77), 1 día después del IM (n = 
65) o 2 días después del IM (n = 12). Los niveles plasmáticos de VEGFB fueron similares entre los grupos EF alto y 
bajo en el día 0 y el día 1 después del MI. Sin embargo, en el día 2, los niveles de VEGFB aumentaron en los 
pacientes con alta EF (2 veces en comparación con el día 0), mientras que disminuyeron en los pacientes con EF 15
bajo (2,5 veces en comparación con el día 0) (Figura 9). Estos datos están de acuerdo con la regulación ascendente 
de ARNm de VEGFB en pacientes con alta EF (Figura 8). Estos resultados sugieren que los pacientes capaces de 
aumentar su producción de VEGFB después del IM son más propensos a tener un resultado favorable.

Validación independiente

Se utilizó una cohorte independiente de 290 pacientes con IM para estudiar más a fondo la asociación entre los 20
niveles plasmáticos de VEGFB y el remodelado del VI después del IM. Se han publicado las características clínicas 
de esta población de pacientes. El VEGFB plasmático medio fue 64 % mayor (U Estadística = 8128, P <0,001) en 
pacientes en los que ΔEDV (n = 138) mostró una caída durante este período (n = 138), en comparación con los 
pacientes en los que ΔEDV aumento (n= 152). Estos datos confirman nuestra observación de que el VEGFB está 
asociado con el remodelado del VI después del MI.25

Rendimiento pronóstico del VEGFB

Los presentes resultados sugieren que VEGFB podría representar un biomarcador potencial de la remodelación 
después del IM. Dos modelos de aprendizaje de la máquina construidos con varios conjuntos de datos obtenidos, ya 
sea por micromatrices, PCR cuantitativa o determinación de plasma, se utilizaron para probar la eficiencia pronóstica 
de VEGFB. Los resultados se muestran en la Tabla 7. El mejor rendimiento se logró cuando el modelo de 30
aprendizaje sobre la base de el caso K* se construyó con los niveles de expresión de VEGFB medidos en células 
sanguíneas por micromatrices de los 32 pacientes de la cohorte de prueba. Este modelo alcanzó una especificidad 
del 75 % (12 de 16 pacientes con EF bajo correctamente clasificado), una sensibilidad del 50 % (8 de 16 pacientes 
EF altos clasificados correctamente) y una precisión general del 62 % (20 de 32 pacientes correctamente 
clasificados). La AUC fue de 0,75. Cuando se construyó con los niveles plasmáticos de VEGFB de la cohorte de 35
validación (290 pacientes), la significación pronóstica máxima proporcionó un AUC de 0,52.

Tabla 7. Rendimientos de predicción de VEGFB.

n Modelo de clasificación AUC Especificidad (%) Sensibilidad (%) Precisión (%)

VEGFB 
(micromatrices)

Día 
0

32
SVM 0,56 56 56 56

K* 0,75 75 50 62

VEGFB (PCR)
Día 
0

32
SVM 0,68 94 44 69

K* 0,68 56 56 56

VEGFB 
(plasma)

Día 
0

77
SVM 0,5 0 1 66

K* 0,51 0 92 60

Día 
1

65
SVM 0,5 0 1 66

K* 0,47 0 87 57

Día 
2

12
SVM 0,5 0 1 66

K* 0,07 0 1 66

AUC: Área bajo la curva Característica de funcionamiento de receptor (ROC).

La especificidad indica el porcentaje de pacientes correctamente clasificados como EF baja; la sensibilidad indica el 
porcentaje de pacientes correctamente clasificados con alta EF; precisión indica el porcentaje de pacientes40
correctamente clasificados como EF alta y baja.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificación de pacientes con infarto de miocardio que tienen un mayor riesgo de 
desarrollar insuficiencia cardíaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB), de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF);5
- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con un control; y
- determinar si el paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar insuficiencia cardíaca, sobre la base de dicha 
comparación.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que control es un valor de referencia obtenible de una 
población de pacientes infartados con un intervalo de resultados clínicos o en el que el control es un nivel10
correspondiente de VEGFB, THBS1 y PGF de una muestra adicional de dicho paciente

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 2, en el que la muestra adicional es una muestra anterior del 
paciente y uno de los siguientes niveles indica una mayor probabilidad de que dicho paciente sufra insuficiencia 
cardíaca:

- niveles más bajos de VEGFB en la muestra ensayada del paciente en comparación con el VEGFB de la 15
muestra anterior;
- niveles más altos de THBS1 en la muestra ensayada del paciente en comparación con el THBS1 de la muestra 
anterior; y
- niveles más altos de PGF en la muestra ensayada del paciente en comparación con el PGF de la muestra 
anterior.20

4. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra de fluido 
corporal tomada del paciente es una muestra de sangre, una muestra de plasma, o una muestra de suero y/o en el 
que los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF analizados son niveles de ARNm o niveles de proteína plasmática, y/o en 
el que la determinación es mediante técnicas de comparación de análisis estadístico del vecino más cercano y/o el 
procedimiento comprende además recopilar datos sobre uno o más pacientes con IM, incluyendo el análisis de los 25
niveles o valores de VEGFB, THBS1 y PGF y el resultado clínico asociado para ese paciente para crear datos 
característicos para VEGFB, THBS1 y PGF asociados a un resultado clínico particular, y/o en el que se utiliza un 
clasificador para determinar el pronóstico, incluyendo el clasificador programas tales como PAM, Kstar y SVM.

5. Un procedimiento de identificación de pacientes con infarto de miocardio (IM) que tienen un mayor riesgo de 
desarrollar insuficiencia cardíaca, que comprende:30

- analizar una muestra de fluido corporal de un paciente post-IM para los niveles de ARNm o proteína plasmática 
de VEGFB, THBS1 y PGF para determinar datos característicos del paciente, asociando estos datos 
característicos a un resultado clínico particular relacionado con la incidencia de insuficiencia cardíaca en dicho 
paciente, e introducir estos datos característicos en una base de datos;
- repetir el análisis para una pluralidad de pacientes post-IM, para llenar la base de datos para contener 35
información de referencia sobre la relación entre IC y niveles de VEGFB, THBS1 y PGF;
- determinar los datos característicos de un paciente post-IM con pronóstico desconocido; y
- procesar los datos característicos para los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF del paciente con pronóstico 
desconocido para compararlos con los datos característicos de la base de datos; y
- emitir un pronóstico probable para el paciente con pronóstico desconocido en función del resultado de la 40
comparación.

6. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la determinación de un 
mayor riesgo de insuficiencia cardíaca es relativa a aquellas muestras de referencia infartadas que tienen niveles 
comparativamente altos de ARNm de VEGFB (relación log > -1,4), niveles relativamente bajos de THBS1 (relación 
log < 0) y niveles relativamente bajos de PGF (relación log < -0,1), en comparación con la muestra consultada, 45
respectivamente y preferentemente en el que los valores de relación varían en una cantidad seleccionada del grupo 
que consiste en: al menos el 1 %, al menos el 5 %, al menos el 7 %, al menos el 10 %, al menos el 15 %, al menos 
el 20 %, al menos el 30 %, al menos el 40 % y hasta el 50 %.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende además analizar 
el nivel de BNP y compararlo con una muestra de referencia de péptido natriurético cerebral (BNP).50

8. Un procedimiento para establecer un pronóstico para un paciente con infarto de miocardio de desarrollar 
insuficiencia cardíaca, comprendiendo el procedimiento:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB) y de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF); y
- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y/o PGF con un control; y55
- determinar el pronóstico para dicho paciente sobre la base de dicha comparación.
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9. Un procedimiento para establecer un pronóstico para un paciente con infarto de miocardio de desarrollar 
insuficiencia cardíaca, comprendiendo el procedimiento:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB) y de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF); y
- consultar un programa estadístico previamente construido (también llamado "clasificador") con los niveles de 5
VEGFB, THBS1 y PGF;

en el que

- un alto nivel de VEGFB y bajos niveles de THBS1 y PGF se asocian a una menor probabilidad de desarrollar 
insuficiencia cardíaca; y
- el clasificador dictará si el paciente tiene una menor probabilidad de desarrollar insuficiencia cardíaca.10

10. Un procedimiento de identificación de pacientes con infarto de miocardio que tienen un riesgo reducido de 
insuficiencia cardíaca, que comprende:

- analizar, después del infarto, una muestra de fluido corporal del paciente para niveles de factor de crecimiento 
endotelial vascular B (VEGFB) y de trombospondina-1 (THBS1) y de factor de crecimiento placentario (PGF);
- comparar los niveles de VEGFB, THBS1 y PGF con un control; y15
- determinar si el paciente tiene un riesgo reducido de desarrollar insuficiencia cardíaca, sobre la base de dicha 
comparación.

11. Un sistema que comprende una base de datos, comprendiendo la base de datos datos característicos de 
pacientes con IM e incluyendo los datos los resultados clínicos que corresponden con los niveles de VEGFB, THBS1 
y PGF obtenidos en el análisis post-IM y al menos un dispositivo de comparación para acceder y/u operar la base de 20
datos y para procesar la consulta y adaptado para realizar el procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-
10.
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