ES 2641912 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacion: 2641912
Eint. a1

GO1N 33/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 29.01.2009 ~ PCT/EP2009/051036
Fecha y nimero de publicacién internacional: 17.09.2009 WO009112307

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  29.01.2009 E 09719129 (0)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 02.08.2017  EP 2255202

Tl’tulo: Uso de procalcitonina (PCT) en el prondstico después de sindromes coronarios agudos

Prioridad: @ Titular/es:

12.03.2008 EP 08152651 B.R.A.H.M.S GMBH (100.0%)
Neuendorfstrasse 25

Fecha de publicacién y mencién en BOPI de la 16761 Hennigsdorf, DE
traduccion de la patente: @ Inventor/es:

14.11.2017 BERGMANN, ANDREAS,;
STRUCK, JOACHIM y
NG, LEONG LOKE

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2641912713

DESCRIPCION
Uso de procalcitonina (PCT) en el prondstico después de sindromes coronarios agudos

El objeto de la presente invencion son ensayos y métodos in vitro para determinar un prondstico para un paciente
que tiene un sindrome coronario agudo, por lo que el nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma se mide en
una muestra obtenida a partir de dicho paciente. Dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma a
continuacion, se puede correlacionar con una predisposicion a un resultado adverso de dicho sindrome coronario
agudo.

El término sindromes coronarios agudos (ACS) se ha aplicado a un grupo de trastornos coronarios que resultan de
la lesion isquémica al corazén. Los pacientes con ACS forman un grupo heterogéneo, con diferencias en
fisiopatologia, presentacion clinica, y riesgo de eventos adversos. Estos pacientes se presentan al médico con
condiciones que abarcan una secuencia continua que incluye angina inestable, infarto de miocardio de onda no Q
sin elevacion de ST (NST-MI), Ml de onda no Q de elevaciéon de ST y Ml transmural (onda Q). Se cree que la ACS
proviene en gran parte de la deposicion y crecimiento de trombos dentro de una o mas arterias coronarias, dando
como resultado una oclusion parcial o completa de la arteria, y con frecuencia implica ruptura de la placa, dando
como resultado una lesién isquémica. ACS también puede ser precipitado por un vasoespasmo coronario o0 aumento
de la demanda miocardica. Para una revision, véase, por ejemplo, Davies, Clin. Cardiol. 20 (Supp. I: 12-17 (1997).

La gravedad del ACS es subrayada por la morbilidad y mortalidad que siguen a la lesion isquémica. Por ejemplo, se
ha estimado que, dentro de las cuatro a seis semanas de presentacion con ACS, el riesgo de muerte o Ml posterior
es del 8-14%, y la tasa de muerte, Ml o isquemia refractaria es de 15-25% (Theroux and Fuster, Circulation 97:
1195-1206 (1998)). Dado que el numero total de muertes en EE. UU. por Ml agudo es de aproximadamente
600.000, en el pasado la busqueda de informacion relacionada con el diagnéstico, el prondstico y el tratamiento del
ACS ha sido comprensiblemente extensa. Se han identificado varios marcadores potenciales que pueden
proporcionar dicha informacion en determinadas poblaciones de pacientes, incluyendo los niveles circulantes de
troponina cardiaca (véase, por ejemplo, Antman et al., N. Eng. J. Med. 335: 1342-9 (1996); véase también las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 6,147,688, 6,156,521, 5,947,124, y 5,795,725, depresion del segmento ST
(véase, por ejemplo, Savonitto et al., JAMA 281: 707-13 (1999)), niveles circulantes de creatina quinasa (véase, por
ejemplo, Alexander et al., Circulation (Suppl.) 1629 (1998)), niveles de proteina c reactiva en circulacion (véase, por
ejemplo, Morrow et al., J. Am. Coll. Cardiol. 31: 1460-5 (1998)), niveles en circulacidon de polipéptidos procedentes
de pre-proBNP (véase, por ejemplo, Wiviott SD, de Lemos JA, Morrow DA. Clin Chim Acta. 2004 Aug 16;346(2):119-
28).

La procalcitonina (PCT) se ha convertido en un biomarcador bien establecido para el diagnostico de la sepsis: la
PCT refleja la gravedad de la infeccion bacteriana y se utiliza en particular para monitorizar la progresion de la
infeccion en sepsis, sepsis grave o choque séptico. Es posible usar la PCT para medir la actividad de la respuesta
inflamatoria sistémica, para controlar el éxito de la terapia, y para estimar el pronéstico (Assicot M et al.: High serum
procalcitonin concentrations in patients with sepsis and infection. Lancet 1993, 341:515-8; Clec’h C et al.: Diagnostic
and prognostic value of procalcitonin in patients with septic shock. Crit Care Med 2004;32:1166-9; Lee YJ et al.:
Predictive comparisons of procalcitonin (PCT) level, arterial ketone body ratio (AKBR), APACHE Il score and
multiple organ dysfunction score (MODS) in systemic inflammatory response syndrome (SIRS), Yonsei Med J 2004,
45, 29-37; Meisner M.: Biomarkers of sepsis: clinically useful? Curr Opin Crit Care 2005, 11, 473-480; Wunder C et
al.: Are IL-6, IL-10 and PCT plasma concentrations reliable for outcome prediction in severe sepsis? A comparison
with APACHE IIl and SAPS II. Inflamm Res 2004, 53, 158-163). El aumento de los niveles de PCT en los pacientes
con sepsis se correlaciona con la mortalidad (Oberhoffer M et al.: Outcome prediction by traditional and new markers
of inflammation in patients with sepsis. Clin Chem Lab Med 1999;37:363-368).

Los niveles de PCT se han determinado cualitativamente en pacientes con angina inestable e infarto de miocardio
usando un ensayo de PCT con una sensibilidad funcional de 0.3 ug/L (Benamer H et al., J Am Coll Card 1998, 31(2)
suppl, 451 A).

El diagndstico de SIRS no infecciosas basadas en los niveles de PCT en sangre en pacientes después de una
cirugia coronaria han sido descritos por Kerbaul et al (Brit J Anaesthesia 2004, 93(5), 639-644).

El documento US 2004/0253637 A1 describe un método para el diagnostico diferencial de una pluralidad de
enfermedades coronarias en un sujeto determinando el nivel de un marcador para lesiéon miocardica en combinacion
con el nivel de un marcador relacionado con regulacion de la presion sanguinea.

Un ndmero creciente de estudios analiza el posible papel de la PCT en otras enfermedades infecciosas como la
neumonia, la meningitis bacteriana y la malaria (Bugden SA, Coles C, Mills GD. The potential role of procalcitonin in
the emergency department management of febrile young adults during a sustained meningococcal epidemic. Emerg
Med Australas 2004, 16, 114-119; Chiwakata CB et al.: Procalcitonin as a parameter of disease severity and risk of
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mortality in patients with Plasmodium falciparum malaria. J Infect Dis 2001, 183, 1161-1164; Schwarz S et al.: Serum
procalcitonin levels in bacterial and abacterial meningitis, Crit Care Med 2000, 28, 1828-1832).

Los estudios in vitro mostraron que la PCT desempefa un papel importante durante la adhesion y migracion de los
monocitos y ademas tiene un efecto sobre la expresion del gen de la sintasa de 6xido nitrico (iNOS) inducible
(Linscheid P et al.: Expression and secretion of procalcitonin and calcitonin gene-related peptide by adherent
monocytes and by macrophage-activated adipocytes, Crit Care Med 2004, 32, 1715-1721; Wiedermann FJ et al.:
Migration of human monocytes in response to procalcitonin, Crit Care Med, 2002, 30, 1112-1117; Hoffmann G et al.:
Procalcitonina amplifies inducible nitric oxide synthase gene expression and nitric oxide production in vascular
smooth muscle cells, Crit Care Med, 2002, 30, 2091-2095.).

La asociacion entre los niveles de PCT y la inflamacién de bajo grado de la pared arterial en la aterosclerosis solo se
ha analizado recientemente. La solicitud de patente EP 07015271.5 describe el uso de PCT en la estratificacion de
riesgo de pacientes que sufren de enfermedad coronaria estable (CAD). Sin embargo, hasta ahora no se sabe si el
PCT tiene poder pronéstico en los sindromes coronarios agudos (ACS).

El uso de péptido natriurético de tipo B (BNP) y NT-proBNP en el prondstico de pacientes con sindromes coronarios
agudos ha sido demostrado en varios estudios (Mazzone M, Forte P, Portale G, Mancini F, Ursella S, La Sala M,
Testa A, Covino M, Pignataro G, Gentiloni Silveri N.Brain natriuretic peptide and acute coronary syndrome.Minerva
Med. 2005 Feb;96(1):11-8. Arakawa N, Nakamura M, Aoki H, Hiramori K. Plasma brain natriuretic peptide
concentrations predict survival after acute myocardial infarction. J Am Coll Cardiol. 1996;27:1656-1661. de Lemos
JA, Morrow DA, Bentley JH, et al. The prognostic value of B-type natriuretic peptide in patients with acute coronary
syndromes. N Engl J Med. 2001;345:1014-1021. Omland T, Persson A, Ng L, et al. N-terminal pro-B-type natriuretic
peptide and long-term mortality in acute coronary syndromes. Circulation. 2002;106:2913-2918.).

El péptido natriurético de tipo B (BNP o BNP-32) es una neuro-hormona de 32 aminoacidos que se sintetiza en el
miocardio ventricular y se libera en la circulacion en respuesta a la dilataciéon ventricular y a la sobrecarga de
presiéon. Las funciones del BNP, al igual que para el péptido natriurético auricular, incluyen natriuresis,
vasodilatacion, inhibicion del eje renina-angiotensina-aldosterona e inhibicion de la actividad del nervio simpatico. El
precursor de BNP se sintetiza como una molécula de 108 aminoacidos, denominada pre-proBNP, que se procesa
proteoliticamente en un péptido N-terminal de 76 aminoacidos (aminoacidos 1-76), denominado como NT-proBNP y
la hormona madura de 32 aminoacidos, denominada como BNP o BNP-32 (aminoacidos 77-108). Se ha sugerido
que cada una de estas especies, NT-proBNP, BNP-32 y pre-proBNP, puede circular en plasma humano (véase, por
ejemplo, Tateyama et al., Biochem. Res. Commun. 185: 760-767 (1992); Hunt et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 214: 1175-1183 (1995)). Pre-proBNP y NT-proBNP, asi como péptidos que se derivan de BNP, pre-
proBNP y NT-proBNP, que estan presentes en la sangre como resultado de la protedlisis de BNP, NT-proBNP y pre-
proBNP, se describen colectivamente descritos en este documento como polipéptidos procedentes de pre-proBNP

Existe la necesidad de marcadores y métodos altamente fiables para el prondstico de un paciente que tiene un
sindrome coronario agudo.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: niveles en plasma de PCT Log en la descarga. Resultados: 0 = supervivencia libre de evento, 1 = paciente
revascularizado (bypass coronario o intervencion percutanea), 2 = paciente readmitido con insuficiencia cardiaca, 3
= paciente fallecido. Los niveles de PCT Log son significativamente diferentes (P <0.001) por ANOVA, y los niveles
de PCT Log son significativamente mas altos en los grupos 2 y 3 comparados con 0 (P <0.001, con correccion de
Bonferonni para comparaciones multiples).

Figura 2: Curvas de Kaplan Meier que muestran la supervivencia libre de eventos (para el criterio de valoracion de
muerte e insuficiencia cardiaca), de pacientes estratificados por los valores de PCT por debajo o por encima de la
mediana. La mediana de los valores PCT fue de 0.045 pg/L.

Figura 3: Curvas caracteristicas de funcionamiento del receptor que muestran la prediccion del criterio de valoracion
primario de muerte o insuficiencia cardiaca utilizando PCT (ROC AUC 0.69) y NT-proBNP (ROC AUC 0.76).

Figuras 4a y 4b: Curvas de Kaplan Meier que muestran la supervivencia libre de eventos (para el criterio de
valoracion muerte e insuficiencia cardiaca), de pacientes estratificados por valores de PCT por debajo (Figura 4a) o
por encima (Figura 4b) de la mediana, y por los valores de NT-proBNP por encima o por debajo de la media. La
mediana de los valores de PCT fue de 0.045 pg/L y la mediana de los valores de NT-proBNP fue de 914 pmol/l.

Figuras 5a y 5b: Curvas de Kaplan Meier que muestran la supervivencia libre de eventos (para el criterio de
valoracion muerte), de pacientes estratificados por valores de PCT por debajo (Figura 5a) o por encima (Figura 5b)
de la mediana, y los valores de NT-proBNP por debajo o por encima de la mediana. La mediana de los valores de
PCT fue de 0.045 ng/L y la mediana de los valores de NT-proBNP fue de 914 pmol/l.
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Descripcion detallada de la invencion

El objeto de la presente invenciéon es un método in vitro para el pronéstico de un paciente que tiene un sindrome
coronario agudo, comprendiendo el método: determinar el nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma de mas
de 110 aminoacidos de longitud en una muestra obtenida de dicho paciente; y correlacionar dicho nivel de
procalcitonina o fragmentos de la misma con una predisposicién a un resultado adverso de dicho sindrome coronario
agudo.

El sindrome coronario agudo es un término global utilizado para cubrir cualquier grupo de sintomas clinicos
compatibles con la isquemia miocardica aguda. La isquemia miocardica aguda es el dolor toracico debido al
suministro insuficiente de sangre al musculo cardiaco que resulta de la enfermedad coronaria (también llamada
cardiopatia coronaria).

Un sindrome coronario agudo (ACS) es un conjunto de signos y sintomas, por lo general una combinacion de dolor
toracico y ofras caracteristicas, interpretada como el resultado de una disminuciéon abrupta del flujo sanguineo al
corazoén (isquemia cardiaca); la causa mas comun de esto es la disrupcion de la placa aterosclerética en una arteria
coronaria epicardica. Los subtipos del sindrome coronario agudo incluyen angina inestable (UA, no asociada con
dafo del musculo cardiaco), y dos formas de infarto de miocardio (ataque al corazon), en las que el musculo
cardiaco esta dafnado. Estos tipos se denominan de acuerdo con la aparicién del electrocardiograma (ECG/EKG)
como infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST (NSTEMI) e infarto de miocardio con elevacion del
segmento ST (STEMI).

La ACS se debe distinguir de la enfermedad coronaria (también llamada cardiopatia coronaria), que es la
aterosclerosis de las arterias coronarias, una condicion en la que las arterias se atascan y se estrechan,
restringiendo el flujo de sangre al corazén, pero donde - como opuesto a ACS - el suministro de sangre al musculo
del corazoén no esta bloqueado. La enfermedad coronaria puede causar angina estable.

La ACS se debe distinguir de la angina estable, que se desarrolla durante el esfuerzo y se resuelve en reposo. En
contraste con la angina estable, la angina inestable ocurre repentinamente, a menudo en reposo o con esfuerzo
minimo, o en menor grado de esfuerzo que la angina previa del individuo (angina “in crescendo”). La nueva angina
de inicio también se considera angina inestable, ya que sugiere un nuevo problema en una arteria coronaria.

El término "sindrome coronario agudo" abarca una gama de enfermedades coronarias trombdticas, incluyendo
angina inestable y tanto elevacion del segmento ST como infarto de miocardio sin elevacion del segmento ST. El
diagndstico requiere un electrocardiograma y una revision cuidadosa de los signos y sintomas de la isquemia
cardiaca.

En una realizacion preferida, dicho resultado adverso se selecciona del grupo que consiste en muerte, insuficiencia
cardiaca e infarto de miocardio.

En otra realizacién preferida, dicha etapa de correlacion comprende comparar dicho nivel de procalcitonina o
fragmentos de la misma con un nivel umbral, por lo que, cuando dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la
misma excede dicho nivel umbral, dicho paciente esta predispuesto a dicho resultado adverso.

En una realizacion mas preferida, dicho nivel umbral esta en aproximadamente 0.045 (+/- 0.01) pg/L. La definicion
de este valor umbral proviene del estudio clinico del presente documento, que muestra que a la concentracion
mediana de PCT de la poblacién de pacientes investigados (0.045 ug/L), una fuerte discriminacion de pacientes con
resultado adverso de aquellos sin resultado adverso se puede lograr (véase Kaplan-Meier-Plot, Figura 2)

El nivel umbral mencionado anteriormente y los niveles de marcadores se determinan como se describe a modo de
ejemplo para PCT y NT-proBNP en este documento a continuaciéon en los ejemplos. Por lo tanto, generalmente el
nivel de procalcitonina o solo o en combinacién con otros marcadores de prondstico se puede evaluar de la misma
manera.

En otra realizacion preferida, dicha muestra se selecciona del grupo que comprende una muestra de sangre, una
muestra de suero, y una muestra de plasma.

En una realizacién adicional, el método in vitro para el prondstico para un paciente que tiene un sindrome coronario
agudo comprende ademas combinar matematicamente dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma con
el nivel de uno o mas marcadores de prondstico adicionales, por lo que la combinacién de dicho nivel de
procalcitonina o fragmentos de la misma con dicho nivel de marcador(es) de prondstico adicional(es) aumenta el
valor predictivo de dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma o el nivel de dicho marcador relacionado
para dicho resultado adverso. La combinacién matematica puede ser, por ejemplo, un algoritmo que clasifique a los
pacientes de acuerdo con si su nivel de procalcitonina esta por encima o por debajo de un determinado valor umbral
y si su nivel de marcador X (y Y, Z ...) esta por encima o por debajo de un determinado valor umbral.
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En una realizacion preferida adicional, uno de dicho(s) marcador(es) de prondstico adicional(es) es pre-proBNP o
BNP o NT-proBNP en una muestra obtenida de dicho paciente.

Otros marcadores que se pueden usar como marcador(es) de prondstico adicional(es) se pueden seleccionar del
grupo que comprende troponina, mieloperoxidasa, CRP, neopterina, GDF-15, ST2, cistatina-C, asi como los
siguientes péptidos en forma de sus péptidos maduros, precursores, prohormonas y fragmentos de prohormona
asociados: péptido natriurético atrial, adrenomedulina, endotelinas, vasopresina.

En otra realizacidon mas preferida, un marcador de pronéstico es NT pro-BNP.
En otra realizacidon mas preferida, un marcador de prondstico es BNP.

Otra realizacién mas preferida es el método de acuerdo con la invencién, que comprende ademas la determinacion
del nivel de uno o mas marcadores de prondstico adicionales en una muestra obtenida a partir de dicho paciente y
combinar tanto dicho nivel de procalcitonina como fragmentos de la misma y dicho nivel de uno o mas marcadores
de prondstico adicionales a dicha predisposicién a un resultado adverso, por lo que la combinacién de dicho nivel de
procalcitonina o fragmentos de la misma con dicho nivel de uno o mas marcadores de prondstico adicionales
aumenta el valor predictivo de dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma para dicho resultado adverso.

En otra realizacion mas preferida, la combinacion entre dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma y
dicho nivel de uno o mas marcadores de prondstico adicionales se lleva a cabo con un algoritmo matematico. La
combinacién matematica puede ser, por ejemplo, un algoritmo que clasifique a los pacientes de acuerdo con si su
nivel de procalcitonina esta por encima o por debajo de un determinado valor umbral y si su nivel de marcador X (y
Y, Z ...) esta por encima o por debajo de un determinado valor umbral.

Otro objeto de la invencion es el uso de un ensayo de procalcitonina ultrasensible que tiene un limite inferior de
deteccion de <0.045 (+/- 0.010) pg/L para determinar en un paciente una predisposicion a un resultado adverso de
un sindrome coronario agudo.

En otra realizacion preferida del ensayo de procalcitonina ultrasensible, el ensayo es un ensayo en sandwich que
comprende dos anticuerpos contra diferentes unidades estructurales de procalcitonina.

En otra realizacién mas preferida del ensayo de procalcitonina ultrasensible, un anticuerpo esta contra la unidad
estructural de calcitonina de la procalcitonina, y el otro anticuerpo es un anticuerpo monoclonal contra la unidad
estructural de la catacalcina de la procalcitonina.

Ejemplos

Se incluyeron en el estudio 974 pacientes con sindrome coronario agudo (ACS) consecutivo ingresados en la
Unidad de Cuidados Coronarios de Leicester Royal Infirmary. El estudio cumplié con the Declaration of Helsinki y fue
aprobado por el comité de ética local; se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los pacientes. ACS fue
diagnosticado si un paciente tenia dolor toracico duradero > 20 minutos, cambios electrocardiograficos seriados de
diagnostico (ECG) que consiste en nuevas ondas Q patoldgicas o cambios en el segmento ST y en la onda T, y
elevacion de la creatina quinasa-MB plasmatica mayor de dos veces nivel normal o de troponina | cardiaca > 0.1
ng/ml (Alpert JS et al., J Am Coll Cardiol. 2000; 36: 959-969). ACS se subclasificé en infarto de miocardio con
elevacion del segmento ST (STEMI) o infarto de miocardio sin ST (NSTEMI). Los criterios de exclusion fueron
malignidad conocida o cirugia en el mes previo al estudio. El GFR estimado (eGFR) de estos sujetos se calculo
mediante la féormula simplificada derivada del estudio modificacion de la dieta en la enfermedad renal (MDRD),
recientemente validado en pacientes con HF (Smilde TD et al. Circulation. 2006; 114: 1572-80).

Se extrajeron muestras de sangre a los 3 a 5 dias después del inicio del dolor toracico para la determinacién de los
niveles de procalcitonina (PCT) y NT-proBNP en plasma. Después de 15 minutos de reposo en cama, se recogieron
20 mL de sangre en tubos que contenian EDTA y aprotinina. Todo el plasma se almacené a -70 °C hasta que se
ensay6 de manera cegada en un solo lote.

La ecocardiografia transtoracica se realizd en pacientes utilizando un instrumento Sonos 5500 (Philips Medical
Systems, Reigate, Reino Unido). Se obtuvo un indice de movimientos de la pared ventricular izquierda (LVWMI) de
16 segmentos basado en el modo de la Sociedad Americana de Ecocardiografia mediante la puntuacion de cada
segmento de LV (1=normal, 2=hipoquinesis, 3=aquinesis y 4=disquinesis (Movimiento Paradoxical), y dividiendo el
total por el niumero de segmentos anotados. La fracciéon de eyeccion del ventriculo izquierdo (LVEF) se calculd
utilizando la formula del método biplano de discos (Schiller NB et al. J Am Soc Echocardiogr. 1989; 2:358-367). La
funcion sistélica del LV se definio como una EF <40% o un LVWMI> 1.8.

El ensayo de NT-proBNP se baso en un ensayo no competitivo como se habia publicado previamente (Omland T et
al. Circulation. 2002; 106: 2913-2918). Los anticuerpos de oveja se elevaron al N-terminal de NT-proBNP humano y
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los anticuerpos monoclonales de ratdén se elevaron al C-terminal. Se incubaron muestras o patrones de NT-proBNP
en pozos recubiertos con IgG C-terminal con el anticuerpo N-terminal biotinilado durante 24 horas a 4°C. La
deteccion se llevo a cabo con estreptavidina marcada con éster de metilacridinio (MAE) en un luminémetro de placa
MLX (Dynex Technologies Ltd., Worthing, Reino Unido). El limite inferior de deteccion fue de 0.3 pmol/l. No hubo
reactividad cruzada con péptido natriurético atrial, BNP o péptido natriurético tipo C.

La procalcitonina (PCT) se midié6 como se ha descrito (Morgenthaler NG et al.: Clin Chem, 2002 May, 48(5), 788-
790). Se cultivaron anticuerpos de oveja contra la unidad estructural de calcitonina de PCT, y se elevé un anticuerpo
monoclonal de ratén contra la unidad estructural de catacalcina de PCT. Los tubos se recubrieron con el anticuerpo
anticatacalcina. El anticuerpo anticalcitonina se marcé con MACN Acridiniumester (InVent GmbH, Hennigsdorf,
Alemania) y sirvié como trazador. Las diluciones de PCT recombinante en suero de caballo normal sirvieron como
patrones. Se incubaron 100 ul de muestra de o estandar en los tubos recubiertos durante 30 minutos, se adicionaron
200 pl de trazador. Después de la incubacion durante 2 h, los tubos se lavaron 4 veces con 1 ml de solucién de
lavado LIA (BRAHMS AG) y se unieron. La quimioluminiscencia se midié usando un luminémetro LB952T (Berthold,
Alemania).

Se evalud el nivel tanto de procalcitonina (PCT) como de NT-proBNP para la prediccion del criterio de valoracion
primario (muerte o insuficiencia cardiaca {HF}). La muerte también se investigé como un criterio de valoracion
secundario individual. La hospitalizacion por HF se defini6 como una readmisién hospitalaria para la cual la HF fue la
principal razén. Los criterios de valoracion se obtuvieron revisando la oficina del registro nacional de estadisticas y
poniéndose en contacto con cada paciente. Hubo un seguimiento minimo de 6 meses de todos los pacientes
supervivientes.

El andlisis estadistico se realiz6 en SPSS Version 14 (SPSS Inc, Chicago, lllinois). Las variables continuas en los
dos grupos independientes se compararon mediante la prueba Mann Whitney U. Se realizaron las correlaciones de
Spearman. Para probar la potencia predictiva independiente para la muerte o HF de los niveles de péptidos, se
llevaron a cabo analisis de supervivencia utilizando el modelo de riesgo proporcional de Cox y los modelos de
Kaplan Meier. Los niveles de NT-proBNP y PCT se normalizaron mediante transformacion logaritmica. De este
modo, las relaciones de riesgo se refieren a un aumento de diez veces en los niveles de estos marcadores. Los
modelos de Cox siempre se construyeron utilizando las mismas variables introducidas simultaneamente (que
incluyeron variables estadisticamente significativas en los analisis univariantes en P <0.10).

Para comparar la exactitud de NT-proBNP y PCT como marcadores, se generaron curvas caracteristicas del
receptor (ROC) y se calcul6 el area bajo las curvas (AUC). Se considerd que un valor P de dos colas de menos de
0.05 era estadisticamente significativo.

Las caracteristicas demograficas de la poblacion de pacientes se muestran en la tabla 1. La duracion media del
seguimiento fue de 660 dias con un intervalo de 0-2837 dias. Ningun paciente se perdié durante el seguimiento y la
duracion minima del seguimiento de los supervivientes fue de 187 dias (aproximadamente 6 meses).

Durante el seguimiento, 200 pacientes (20.5%) fallecieron y 82 (8.4%) fueron readmitidos con insuficiencia cardiaca.
Hubo 779 pacientes con STEMI, 68% de los cuales recibieron terapia trombolitica.

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes en el estudio. Los valores son medianas [intervalo] o nimeros (porcentaje).

Pacientes con AMI
Numero 974
Edad (en afos) 66 [24-95]
Género masculino 715
eGFR (ml/min/1.73m” 4rea de superficie) | 68.7 [14.9-243.9]
NTproBNP (pmol/l) 914 [0.3-28886.8]
Procalcitonina (ug/L) 0.045 [0.007-9.7]
Historia médica previa
Angina de pecho (%) 249 (25.5)
Infarto de miocardio (%) 163 (16.7)
Hipertension (%) 426 (43.7)
Diabetes Mellitus (%) 213 (21.8)
Insuficiencia cardiaca (%) 56 (5.7)
STEMI (%) 779 (79.9)
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Niveles de PCT (Analisis univariante)

Los niveles en plasma de PCT obtenidos predescarga (dias 3-5) en 974 pacientes con ACS fueron elevados en
comparacion con el intervalo normal (Tabla 2) (PCT mediana en individuos normales es 0.0127 pg/l (Morgenthaler
NG et al .: Deteccion de la procalcitonina (PCT) en los controles sanos y en los pacientes con infeccién local por un
ILMA sensible. Clin Lab. 2002, 48, (5-6), 263-270). Los pacientes varones tenian niveles mas bajos de PCT en
comparacion con las mujeres (Tabla 2) Los pacientes que tenian antecedentes médicos previos de infarto agudo de
miocardio (AMI), hipertension, diabetes o insuficiencia cardiaca (HF) presentaron niveles elevados de PCT en
comparacion con aquellos sin antecedentes médicos. Los niveles de PCT fueron similares en aquellos con infarto de
miocardio anterior en comparacion con otros sitios de infarto, o STEMI en comparacion con NSTEMI (Tabla 2]. Los
pacientes que presentaron una clase de Killip superior a 1 (indicando presencia de insuficiencia de la funcion
sistolica ventricular izquierda) tuvieron niveles significativamente elevados de PCT y esto fue confirmado por los
niveles mas altos de PCT encontrados en pacientes con evidencia ecocardiografica de disfuncion sistélica (Tabla 2).

Con respecto a los criterios de valoracién, la PCT se elevd en pacientes con muerte o HF en comparaciéon con
supervivientes libres de eventos (Tabla 2). PCT también se levanto en los pacientes con los criterios de valoracion

secundarios individuales de muerte sola, o insuficiencia cardiaca sola (Tabla 2, figura 1).

PCT en plasma se correlaciono con la edad, eGFR, clase de Killip (Tabla 3) y NT-proBNP (r = 0.36, P <0.0005).

Tabla 2: Analisis univariante de PCT y NT-proBNP en pacientes con infarto agudo de miocardio (AMI). Evidencia
ecocardiografica para la presencia/ausencia de HF estaba disponible para 639 pacientes.

(mediana [intervalo]) PCT (ug/L) Valor P | NTproBNP (pmol/l) Valor P

Hombres vs mujeres 0.035 vs. 0.045 <0.001 | 786 vs. 1603 <0.001
[0.003-6.23] | [0.007-9.7] [0.3-28886] | [5.7-24016]

Historia médica previa

AMI vs. nada 0.042 vs. 0.036 <0.034 | 1332 vs. 842 <0.002
[0.005-9.7] | [0.003-6.2] [0.3-11259] | [0.3-28886]

Hipertension vs. 0.039 vs. 0.035 <0.025 | 1103 vs. 802 <0.001

nada [0.004-6.23] | [0.003-9.7] [0.3-28886] | [0.3-24016]

Insuficiencia cardiaca vs. 0.051 vs. 0.036 <0.001 | 2817 vs. 875 <0.001

nada [0.011-6.23] | [0.003-9.7] [9.4-12933] | [0.3-28886]

Diabetes vs. nada 0.047 vs. 0.034 <0.001 | 1264 vs. 829 <0.001
[0.005-6.23] | [0.003-9.7] [0.3-28886] | [0.3-24016]

STEMI vs. NSTEMI 0.036 vs. 0.039 NS 1014 vs. 662 <0.001
[0.005-9.7] | [0.003-1.06] [0.3-28886] | [1.8-24016]

Anterior vs. otro 0.036 vs. 0.037 NS 1009 vs. 806 NS
[0.003-9.7] | [0.004-3.63] [0.3-24016] | [0.3-28886]

Trombolizado vs. 0.034 vs. 0.042 <0.001 | 883 vs. 975 NS

No trombolizado [0.004-4.5] | [0.003-9.7] [0.3-15733] | [0.3-28886]

Clase de Killip> 1 vs. 0.043 vs. 0.032 <0.001 | 1583 vs. 630 <0.001

Clase de Killip 1 [0.003-9.7] | [0.004-2.47] [0.3-28886] | [0.3-24016]

Evidencia ecocardiografica de HF vs. | 0.051 vs. 0.032 <0.001 | 2286 vs. 802 <0.001

sin HF [0.005-9.7] | [0.004-2.47] [0.3-14109] | [0.3-28886]

Criterios de valoracion

Muerte o HF 0.071 vs. 0.032 <0.001 | 3595 vs. 688 <0.001

(n = 248) vs. Evento [0.003-9.7] | [0.004-2.47] [2.4-28886] | [0.3-24015]

supervivencia libre

Muerte (n = 200) vs. 0.070 vs. 0.032 <0.001 | 3875 vs. 688 <0.001

Supervivencia libre de eventos [0.003-9.7] [0.004-2.47] [14.4-28886] | [0.3-24015]

HF vs. Supervivencia sin eventos 0.083 vs. 0.032 <0.001 | 3835 vs. 688 <0.001
[0.008-4.51] | [0.004-2.47] [2.4-12933] | [0.3-24015]

Correlaciones de Spearman

Edad rs = 0.28 <0.001 | rs=0.423 <0.001

eGFR rs =-0.329 <0.001 | rs=-0.426 <0.001

Clase de Killip rs = 0.231 <0.001 | rs=0.323 <0.001
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Tabla 3. Analisis de regresion de Cox para la muerte o HF después de AMI, mostrando andlisis univariante y
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multivariante (utilizando sélo variables predictivas significativas en el analisis univariante).

Andlisis univariante Analisis multivariante

Razo6n de riesgos [95% Cl] | Valor P | Razon de riesgos [95% Cl] | Valor P
Edad 1.08 [1.07-1.09] <0.001 | 1.04 [1.03-1.06] <0.001
Género 0.60 [0.46-0.77] <0.001 | 1.05[0.80-1.38] NS
Historia anterior de: -
AMI 2.51[1.91-3.30] <0.001 | 1.65[1.24-2.19] <0.001
Insuficiencia cardiaca 2.07 [1.32-3.24] <0.002 | 0.98 [0.62-1.56] NS
Hipertension 1.59 [1.24-2.04] <0.001 | 1.23[0.95-1.60] NS
Diabetes mellitus 1.83 [1.40-2.39] <0.001 | 1.21[0.91-1.61] NS
AMI anterior 1.05[0.79-1.38] NS
AMI de elevacion de ST | 0.82[0.62-1.10] NS
Uso trombolitico 0.64 [0.50-0.82] <0.001 | 0.80[0.62-1.05] NS
Clase de Killip> 1 2.58 [1.96-3.38] <0.001 | 1.26 [0.93-1.69] NS
Log NT-proBNP 4.23 [3.36-5.34] <0.001 | 2.47 [1.90-3.21] <0.001
Log PCT 2.63[2.18-3.18] <0.001 | 1.29[1.02-1.62] <0.03
eGFR 0.96 [0.95-0.97] <0.001 | 0.99[0.98-1.00] <0.04

Niveles de NT-proBNP (Analisis univariante)

El plasma NT-proBNP obtenido en la fase predescarga (dias 3-5) fue significativamente mayor en los pacientes que
murieron o fueron readmitidos con HF en comparaciéon con los supervivientes libres de eventos (Tabla 2). Se
observaron diferencias significativas en los niveles de NT-proBNP entre hombres y mujeres, aquellos con una clase
de Killip por encima de 1 y en pacientes con antecedentes médicos previos de insuficiencia cardiaca, hipertension,
infarto de miocardio o diabetes (Tabla 2). Los niveles en plasma de NT-proBNP también fueron mayores en los
pacientes con STEMI vs. NSTEMI, pero no en aquellos con localizacién anterior de AMI. NT-proBNP en plasma se
correlacioné con la edad, eGFR y clase de Killip (Tabla 2].

Criterios de valoracion primarios: PCT y NT-proBNP como predictores de muerte e insuficiencia cardiaca

Los predictores univariantes de muerte o HF se presentan en la Tabla 3. El area bajo la curva caracteristica de
operacion del receptor (AUC ROC) para PCT (0.69 [intervalo de confianza Cl del 95%: 0.65-0.73]) y NT-proBNP
(0.76 [CI del 95%: 0.72-0.79]) fueron comparables

El modelo de riesgo proporcional de Cox utilizando los predictores univariantes que fueron significativos (hasta P <
0.10) reveld NT-proBNP, PCT, edad, eGFR y antecedentes médicos de AMI como predictores independientes y/o
adicionales de muerte o insuficiencia cardiaca (Tabla 3). Ni la clase de Killip, el uso trombolitico, antecedentes
médicos de insuficiencia cardiaca, hipertension o diabetes fueron predictores independientes.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier que representan la supervivencia libre de eventos por debajo y por
encima de la mediana de PCT (0.045 ug/L) ilustran que aquellos pacientes con niveles de PCT por encima de la
mediana tienen un peor pronodstico que aquellos pacientes con una PCT por debajo de la mediana (figura 2 (Log
Rank, P <0.001)). Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier que representan la supervivencia libre de eventos
por debajo y por encima de la mediana de PCT, tanto por debajo como por encima de la mediana de los valores de
NT-proBNP, ilustran que los pacientes con niveles de PCT por encima de la mediana tienen un peor prondstico que
aquellos pacientes con una PCT por debajo de la mediana (figura 4, P <0.009 (usando la prueba Log Rank) para los
pacientes que tenian niveles de NT-proBNP por debajo de la mediana y P <0.001 (usando la prueba Log Rank) para
los pacientes que tenian niveles de NT-proBNP por encima de la mediana).

Criterios de valoracion secundarios: PCT y NT-proBNP como predictores de muerte

PCT y NT-proBNP fueron significativamente mayores en los pacientes que murieron en comparacién con
supervivientes libres de eventos (Tabla 2). El modelo de riesgos proporcionales de Cox sugirid que las mismas
variables (PCT, NT-proBNP, edad y antecedentes médicos de AMI) fueron predictores independientes de muerte. El
analisis de Kaplan-Meier confirmé una menor mortalidad en pacientes con PCT por debajo de la mediana en ambos
grupos estratificados por la mediana de los valores de NT-proBNP (figura 5, P <0.01 (usando la prueba Log Rank)
para los pacientes que tenian niveles de NT-proBNP por debajo de la mediana, y P <0.001 (usando la prueba Log
Rank) para los pacientes que tenian niveles de NT-proBNP por encima de la mediana).
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(usando solo variables predictivas significativas en el analisis univariante).

Tabla 4. Analisis de regresion de Cox para la muerte después de AMI, mostrando analisis univariante y multivariante

Analisis univariante

Analisis multivariante

Razo6n de riesgos [95% Cl] | Valor P | Razon de riesgos [95% Cl] | Valor P
Edad 1.08 [1.07-1.10] <0.001 | 1.05[1.03-1.06] <0.001
Género 0.56 [0.42-0.4 <0.001 | 0.96 [0.71-1.29] NS
Historia anterior de: -
AMI 2.51[1.85-3.40] <0.001 | 1.715[1.25-2.35] <0.001
Insuficiencia cardiaca 2.27 [1.41-3.66] <0.001 | 1.08[0.66-1.75] NS
Hipertension 1.50 [1.14-1.98] <0.001 | 1.15[0.86-1.53] NS
Diabetes mellitus 1.79 [1.33-2.41] <0.001 | 1.17 [0.87-1.61] NS
AMI anterior 1.05[0.79-1.38] NS
AMI de elevacion de ST | 0.82[0.59-1.12] NS
Uso trombolitico 0.62[0.47-0.82] <0.001 | 0.79[0.59-1.06] NS
Clase de Killip > 1 2.37 [1.7-3.20] <0.001 | 1.09[0.79-1.52] NS
Log NT-proBNP 4.23 [3.36-5.34] <0.001 | 2.52[1.88-3.38] <0.001
Log PCT 2.63[2.18-3.18] <0.001 | 1.30[1.01-1.69] <0.04
eGFR 0.96 [0.95-0.97] <0.001 | 0.99[0.98-1.00] NS
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para el prondstico de un paciente que tiene un sindrome coronario agudo, comprendiendo el
método: determinar el nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma de mas de 110 aminoacidos de longitud, en
una muestra obtenida a partir de dicho paciente; y correlacionar dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la
misma con una predisposicion a un resultado adverso de dicho sindrome coronario agudo y en el que dicha etapa de
correlaciéon comprende comparar dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma con un nivel umbral, por lo
que cuando dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma excede dicho nivel umbral, dicho paciente esta
predispuesto a dicho resultado adverso en el que dicho nivel umbral estd en aproximadamente 0.045 (+/- 0.010)

ug/L.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho resultado adverso se selecciona del grupo que
consiste en muerte, corazon fracaso e infarto de miocardio.

3. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha muestra se
selecciona del grupo que comprende una muestra de sangre, una muestra de suero y una muestra de plasma.

4. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas correlacionar
dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma con el nivel de uno o mas marcadores de prondstico
adicionales, por lo que la combinacion de dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma con dicho nivel de
marcador(es) de prondstico adicional(es) aumenta el valor predictivo de dicho nivel de procalcitonina o fragmentos
de la misma o el nivel de dicho marcador relacionado para dicho resultado adverso.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que uno de dicho(s) marcador(es) de prondstico es pre-
proBNP o NT pro-BNP o BNP en una muestra obtenida de dicho paciente.

6. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 5, que comprende ademas determinar el
nivel de uno o mas marcadores de pronodstico adicionales en una muestra obtenida de dicho paciente, y
correlacionar tanto dicho nivel de procalcitonina como fragmentos de la misma y dicho nivel de uno o mas
marcadores de prondstico adicionales a dicha predisposicién a un resultado adverso, por lo que la combinacion de
dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma con dicho nivel de uno o mas marcadores de prondstico
adicionales aumenta el valor predictivo de dicho nivel de procalcitonina o fragmentos de la misma para dicho
resultado adverso .

7. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que el marcador de prondstico adicional
se selecciona de un grupo que comprende troponina, mieloperoxidasa, CRP, neopterina, GDF-15, ST2, cistatina C,
asi como los siguientes péptidos en forma de sus péptidos maduros, precursores, prohormonas y fragmentos de
prohormonas asociados: péptidos natriuréticos, adrenomedulina, endotelinas, vasopresina.

8. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7, en el que la correlacién entre dicho nivel de
procalcitonina o fragmentos de la misma y dicho nivel de uno o mas marcadores de prondstico adicionales se lleva a
cabo con un algoritmo matematico.

9. Uso de un ensayo de procalcitonina ultrasensible que tiene un limite de deteccion inferior a < 0.045 (+/- 0.010)
ug/L para determinar en un paciente una predisposicion a un resultado adverso de un sindrome coronario agudo en
un método de acuerdo con la reivindicacion 1 -8.

10. Uso de un ensayo de procalcitonina ultrasensible de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que el ensayo es un
ensayo en sandwich que comprende dos anticuerpos contra diferentes unidades estructurales de procalcitonina.

11. Uso de un ensayo de procalcitonina ultrasensible de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, en el que un

anticuerpo esta contra la unidad estructural de calcitonina de procalcitonina, y el otro anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal contra la unidad estructural de catacalcina de procalcitonina.
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Fig. 3
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Fig. 4a
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Fig. 5a
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