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DESCRIPCION
NT-proANP y NT-proBNP para el diagnéstico del accidente cerebrovascular

El accidente cerebrovascular ocupa el segundo lugar tras la cardiopatia isquémica como causa de pérdida de afios
de vida por discapacidad en paises de altos ingresos y como causa de muerte en todo el mundo. Cuando ocurren de
forma precoz, las consecuencias adversas del accidente cerebrovascular se pueden mejorar por trombdlisis; en caso
de aparicion tardia, la prevencion secundaria (prevencion del accidente cerebrovascular secundario) con aspirina y
anticoagulacion parece ser el Unico método apropiado para evitar la progresion de la enfermedad (van der Worp B y
van Gijn J. NEJM 2007: 357: 572. 578).

Los ataques isquémicos transitorios (AIT) son episodios sintomaticos de accidentes cerebrovasculares de breve
duracion; la definicién estandar se refiere a menos de 24 h, pero la mayoria de los AIT duran menos de 1 h. Las
causas del AIT son analogas a las causas del accidente cerebrovascular isquémico, pero como los AIT pueden ser
el preludio de un accidente cerebrovascular, deberian ser considerados por separado (véase WE Smith y otros,
Enfermedades cerebrovasculares, capitulo 364, en Harrison, Principios de medicina interna, 172 edicion).

El diagnostico de los ataques isquémicos transitorios (AIT) supone un desafio especifico, pues los sintomas rara vez
duran horas y luego desaparecen, dejando al médico tratante en la incertidumbre sobre el diagndstico y el estudio
requerido. Ademas los sintomas dependen de la region afectada (y del vaso acompafante). Con frecuencia se ve
afectada la arteria cerebral media; los sintomas relacionados incluyen afasia, debilidad contralateral de brazos o
piernas. El AIT del cerebro anterior podria estar relacionado con afasia, apractognosia, confusion, alexia, etc., si se
afecta la parte central del cerebro inferior; los sintomas pueden ser temblor intencional, disestesia, ataxia, etc. Las
lesiones de la médula pueden incluir vértigo, diplopia, nauseas y vomitos. Por lo tanto muchos sintomas pueden ser
inespecificos. Ademas no se pueden verificar porque solo aparecen temporalmente. Por consiguiente el diagnostico
del AIT puede resultar dificil y no puede distinguirse faciimente de otras enfermedades.

El AIT es causado por la hipoperfusion e isquemia temporal de regiones localizadas del cerebro y la disfuncion es
debida a anomalias funcionales reversibles del cerebro, provocadas por un edema local, que producen alteraciones
metabodlicas e idnicas. El diagndstico del AIT es importante, ya que las personas que lo padecieron tienen un riesgo
significativamente mayor de accidente cerebrovascular en comparacién con las que no han sufrido estos episodios
de AIT. El riesgo de accidente cerebrovascular es del 4-5% después de dos dias y del 11% después de siete dias de
un AIT. Los pacientes que en las Ultimas 48 horas han tenido un AIT con una duracién > 10 minutos, con fibrilacion
auricular y con estenosis carotidea progresiva, y AlIT que aparecen mas de una vez siguiendo un patrén de aumento
progresivo tienen el maximo riesgo de accidente cerebrovascular.

El NT-proBNP y el NT-proANP son marcadores cardiacos bien conocidos. El NT-proBNP pertenece al grupo de los
péptidos natriuréticos cerebrales, de los cuales es sabido que se liberan desde el cerebro; sin embargo la mayoria
de BNP procede del corazén. Tanto el NT-proBNP como el NT-proANP se han asociado a causas cardioembdlicas
de accidente cerebrovascular (Rodrigues-Yafiez M. y otros, Disease Markers [Marcadores de enfermedades] 2009:
26: 189 - 195).

Estrada y otros, 1994 (Am J Hypertens, 7: 1085-1089), revelan un método basado en la deteccion de ANP para
diagnosticar un accidente cerebrovascular isquémico en un paciente. Segun Estrada, los niveles de ANP fueron mas
altos en pacientes de accidentes cerebrovasculares que en voluntarios normales.

Sato y otros, 1995 (Kurume Med J, 42: 71-77), revelan un método basado en la deteccion de ANP para distinguir
entre pacientes con alto riesgo y bajo riesgo de accidente cerebrovascular, y también para diferenciar el accidente
cerebrovascular cardioembdlico del accidente cerebrovascular lacunar.

Makikallio y otros, 2005 (Stroke, 36: 1016-1020), revelan que en pacientes con accidente cerebrovascular (agudo) el
nivel plasmatico de NT-proANP y NT-proBNP era igual o superior al de los pacientes que sufren infarto agudo de
miocardio, y que en los pacientes con accidente cerebrovascular estos niveles son mayores que en pacientes sanos.
También observan que la magnitud de la lesion cerebral es paralela al nivel de NT-proANP y NT-proBNP.

Shibazaki y otros, 2009 (Int Med 48: 259-264), revelan un método basado en la deteccion de BNP en plasma para
distinguir en los pacientes de accidente cerebrovascular si se trata del tipo cardioembdlico o de otro tipo (incluyendo
las enfermedades de los vasos pequefios y de los vasos grandes).

Rodrigues-Yanez y otros, 2009 (Disease Markers 26: 189 - 195), revelan un método basado en la deteccién de NT-
proBNP en suero o la distincion en pacientes de accidente cerebrovascular entre los de tipo cardioembodlico y los de
tipo aterotrombatico, lacunar y otros tipos de accidente cerebrovascular. La respectiva medicién con el NT-proANP
muestra una utilidad similar, pero con datos menos convincentes.

Naruse y otros (Stroke 1991: 22: 61 - 65) describen un estudio durante el cual se bloqueo la arteria cerebral media
izquierda en ratas para inducir un edema cerebral. Ademas se infundié ANP. La infusiéon de ANP redujo el edema
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cerebral. Los resultados se interpretaron como efecto protector. Recientemente, Wiggins A.K. y otros (Neuroscience
2003: 118: 715 - 26) refirieron la expresion de ANP en ratas en un modelo de depresion prolongada y consideraron
el ANP como una forma de neuroproteccion.

Magga y otros analizan la cantidad de péptido natriurético auricular después de un infarto de miocardio (Journal of
applied physiology (2004), vol. 96 (4), 1306-1311).

Los presentes inventores han determinado las proporciones de NT-proANP y NT-proBNP en una gran cohorte de
pacientes de AIT y accidente cerebrovascular. La NT-proANP resulté un marcador fiable del AIT. Esta observacion
es ventajosa, ya que el diagndstico del AIT es dificil (sobre todo en comparacion con el diagndstico del accidente
cerebrovascular). Ademas se demostré que los niveles de NT-proANP en pacientes de AIT se mantienen elevados
durante un tiempo considerable tras el AlT. Esto permite diagnosticar el AlT, incluso dias después del AIT.

Existe una necesidad de medios y métodos para diagnosticar un ataque isquémico transitorio en un sujeto. Por lo
tanto el problema técnico subyacente a la presente invencion se podria considerar como la provision de medios y
métodos para satisfacer la necesidad arriba mencionada.

Dicho problema técnico se resuelve mediante las formas de ejecucion caracterizadas en las reivindicaciones 1 a 11.

La presente invencion se refiere a un método para diagnosticar un ataque isquémico transitorio (AIT) en un sujeto
que supuestamente ha tenido un ataque isquémico transitorio, pero no un accidente cerebrovascular, el cual incluye
las etapas de:

a) determinar la cantidad de NT-proANP en una muestra de sangre, suero o plasma obtenida de dicho sujeto,
para ver si el sujeto sospechoso de haber tenido un ataque isquémico transitorio ha mostrado sintomas de AIT
en las 72 horas previas a la obtencion de la muestra, en particular si el sujeto ha mostrado sintomas de AIT en
las 24 horas previas a la obtencion de la muestra y si el sujeto ya no muestra sintomas de AIT en el momento de
obtener la muestra, y

b) comparar la cantidad determinada de NT-proANP con una cantidad de referencia, diagnosticando de esta
manera si dicho sujeto ha tenido un ataque isquémico transitorio.

El método de la presente invencion es preferiblemente un método ex vivo. Ademas puede incluir etapas adicionales
a las citadas explicitamente arriba. Las etapas adicionales pueden estar relacionadas, por ejemplo, con tratamientos
previos de muestra o con la evaluacién de los resultados obtenidos mediante el método. El método puede llevarse a
cabo manualmente o guiado por automatizacion. Preferiblemente, las etapas (a) y/o (b) pueden ser guiadas total o
parcialmente por automatizacion, p.ej. mediante un equipo robotico y sensorial adecuado para la determinacion en la
etapa (a) o para una comparacioén y/o un diagnoéstico implementado por ordenador, basado en dicha comparacion
del paso (b). El método se lleva a cabo con mayor preferencia de manera completamente automatizada. En tal caso,
el resultado del diagndstico establecido en la etapa b) se genera en un formato de salida adecuado que sirva de
ayuda, p.ej. a un profesional médico, para establecer el diagndstico clinico definitivo.

Tal como se usa aqui, el término “sujeto” se refiere a animales, preferiblemente mamiferos, y con mayor preferencia
a seres humanos. Se supone que el sujeto segun la presente invencion ha tenido un ataque isquémico transitorio.
Se supondra que dicho sujeto ha tenido un ataque isquémico transitorio en las 72 horas, preferiblemente en las 48
horas y con mayor preferencia en las 24 horas previas a la obtencion de la muestra que debe analizarse. Por tanto,
segun la presente invencion, se diagnosticara si el sujeto examinado ha tenido o no un AIT, preferiblemente en las
72 horas, con mayor preferencia en las 48 horas y sobre todo en las 24 horas previas a la obtencion de la muestra
que debe analizarse.

Es preferible que el sujeto examinado (asi como el sujeto del cual procede la cantidad de referencia) no tenga la
funcién renal alterada. Es bien sabido del estado técnico cémo evaluar si un sujeto tiene la funcion renal alterada.
Los trastornos renales se pueden diagnosticar por cualquier medio conocido y considerado apropiado. En particular,
la funcion renal se puede evaluar mediante la tasa de filtracion glomerular (TFG). Por ejemplo, la TFG se puede
calcular por la formula de Cockgroft-Gault o MDRD (Levey 1999, Annals of Internal Medicine, 461-470). La TFG es el
volumen de liquido filtrado desde los capilares glomerulares renales a la capsula de Bowman por unidad de tiempo,
lo cual se usa clinicamente con frecuencia para determinar la funcion renal. Al principio la TFG se estimo6 (la TFG no
se puede determinar nunca, todos los calculos derivados de formulas como las de Cockgroft Gault o la MDRD solo
proporcionan estimaciones y no la TFG “real”) inyectando inulina en el plasma. Como la inulina no es reabsorbida
por el rifién tras la filtracion glomerular, su tasa de excrecion es directamente proporcional a la tasa de filtracion de
agua y solutos a través del filtro glomerular. Sin embargo en la practica clinica, para medir la TFG se aprovecha la
eliminacion de creatinina. La creatinina es una molécula enddgena, sintetizada en el cuerpo, que se filtra libremente
por el glomérulo (pero también es secretada por los tubulos renales en cantidades muy pequefas). La eliminacion
de creatinina (ECr) es por lo tanto una aproximacion cercana a la TFG. La TFG se registra generalmente en mililitros
por minuto (ml/min). El rango normal de la TFG para hombres es de 97 a 137 ml/min, el rango normal de la TFG
para mujeres es de 88 a 128 ml/min. Por tanto se considera concretamente que la TFG de un sujeto sin la funcion
renal alterada esta comprendida en este rango. Ademas, dicho sujeto tiene preferiblemente un nivel de creatinina en
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sangre (en particular un nivel de creatinina sérica) inferior a 0,9 mg/dl, con mayor preferencia inferior a 1,1 mg/dl y
sobre todo inferior a 1,3 mg/dl.

Preferiblemente, el sujeto tiene factores de riesgo para un episodio de isquemia cerebral aguda, en particular para
un AIT. El término “episodio isquémico cerebral agudo” esta descrito en otra parte del presente documento. Los
factores de riesgo preferidos incluyen la enfermedad arterial coronaria, la insuficiencia cardiaca, en particular la
insuficiencia cardiaca aguda, la disfuncion cardiaca sistdlica y/o diastdlica, la enfermedad cardiaca valvular y la
hipertension arterial. Otros factores de riesgo son la diabetes y la obesidad. Segun esto, el sujeto examinado tiene
preferiblemente, al menos, uno de estos factores de riesgo. En particular se considera que el sujeto examinado (y el
sujeto de referencia, es decir, el sujeto del cual procede la cantidad de referencia) sufre una enfermedad coronaria
y/o insuficiencia cardiaca.

Con mayor preferencia, el sujeto padece insuficiencia cardiaca. Esto es aplicable en particular, si se calcula una
relacion de las proporciones de NTproANP y NT-proBNP en el contexto del método de la presente invencion (véase
en otro lugar del presente documento). El término “insuficiencia cardiaca” es bien conocido en el estado técnico. Tal
como se usa aqui, el término, se refiere preferiblemente a una funcion sistdlica y/o diastdlica alterada del corazon,
que va acompafada de signos manifiestos de insuficiencia cardiaca. Preferiblemente, la insuficiencia cardiaca a la
que aqui se hace referencia es una insuficiencia cardiaca crénica. Con mayor preferencia se trata de insuficiencia
cardiaca aguda. El término “insuficiencia cardiaca aguda” se refiere preferentemente a un empeoramiento de la
funcién cardiaca en un maximo de 2 semanas con o, en particular, sin insuficiencia cardiaca crénica preexistente.

La IC se puede clasificar segun varios niveles de gravedad. Segun la clasificacion de la NYHA (New York Heart
Association [Asociacion cardiaca de Nueva York]) los pacientes que sufren insuficiencia cardiaca se clasifican como
pertenecientes a las clases NYHA I, 11, Il y IV. Un paciente con insuficiencia cardiaca ya ha experimentado cambios
estructurales y funcionales en su pericardio, miocardio, circulacion coronaria o valvulas cardiacas. No podra recobrar
completamente su salud y necesita un tratamiento terapéutico. Los pacientes de NYHA clase | no tienen sintomas
evidentes de enfermedad cardiovascular, pero ya tienen pruebas objetivas de alteracién funcional. Los pacientes de
NYHA clase Il tienen una ligera limitacion de la actividad fisica. Los pacientes de NYHA clase Il presentan una
marcada limitacion de la actividad fisica. Los pacientes de NYHA clase IV no pueden realizar ninguna actividad fisica
sin molestias, pues presentan sintomas de insuficiencia cardiaca en reposo.

Esta clasificacion funcional se complementa con la clasificacion mas reciente del American College of Cardiology y
de la American Heart Association (véase J. Am. Coll. Cardiol. 2001; 38; 2101-2113, actualizada en 2005, véase J.
Am. Coll. Cardiol. 2005; 46; e1-e82). Se definen 4 fases A, B, C y D. Las fases Ay B no son IC, pero se considera
que ayudan a identificar a los pacientes antes de desarrollar “verdaderamente” IC. Los pacientes de las fases Ay B
se definen mejor como aquellos que tienen factores de riesgo para desarrollar insuficiencia cardiaca. Por ejemplo,
los pacientes con cardiopatia arterial coronaria, hipertension o diabetes mellitus que todavia no presentan alteracion
funcional del ventriculo izquierdo (VI), hipertrofia o distorsién geométrica de la camara se considerarian de fase A,
mientras que los pacientes que son asintomaticos pero presentan hipertrofia del VI y/o funcion alterada del VI se
denominarian de etapa B. La etapa C se refiere a pacientes con sintomas actuales o pasados de IC relacionada con
una cardiopatia estructural subyacente (la mayoria de pacientes con IC) y la etapa D se refiere a pacientes con IC
realmente refractaria.

Tal como se usa aqui, el término “insuficiencia cardiaca” se refiere preferiblemente a las fases C y D de la anterior
clasificacion ACC/AHA. En estas fases el sujeto muestra sintomas tipicos de insuficiencia cardiaca. Por lo tanto, un
sujeto que sufre de insuficiencia cardiaca, padece insuficiencia cardiaca de fase C o D conforme a la clasificacion
ACC/AHA. Con mayor preferencia, el término “insuficiencia cardiaca” se clasifica como NYHA Il o IV de acuerdo con
la clasificacion de la NYHA.

Ademas se contempla que el sujeto examinado acuerdo con el método de la presente invencién (asi como el o los
sujetos de referencia) no muestre un sindrome coronario agudo (abreviado “SCA”). Tal como se usa aqui, el término
“SCA” incluye preferiblemente IMEST (infarto de miocardio con elevacion del segmento ST); IMSEST (infarto de
miocardio sin elevacion del ST) y angina de pecho inestable. También se contempla preferiblemente que el sujeto
examinado no tenga un historial de SCA. Preferentemente el sujeto no debera haber sufrido SCA la ultima semana
0, con mayor preferencia, el Ultimo mes antes de aplicar el método de la presente invencion (para ser mas precisos,
un mes antes de obtener la muestra).

Preferiblemente, el sujeto tampoco padece insuficiencia circulatoria cardiaca (en particular al obtener la muestra). El
término “insuficiencia circulatoria cardiaca” se refiere preferiblemente a un deterioro repentino de la funcién cardiaca.

Este deterioro es provocado preferentemente por una arritmia cardiaca, un paro cardiaco transitorio o una embolia
pulmonar. Puede haber dos formas de arritmia cardiaca: bradiarritmia y taquiarritmia. En el caso de bradiarritmia la
frecuencia del latido del corazén disminuye patolégicamente en comparacion con un sujeto sano; en la bradiarritmia
la frecuencia cardiaca es preferiblemente inferior a 60 latidos por minuto. Las formas mas frecuentes de bradiarritmia
son bradicardia sinusal, bloqueo sinoauricular, paro sinusal, sindrome del seno enfermo y bloqueo atrioventricular.
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En la taquiarritmia la frecuencia aumenta patolégicamente en comparacién con un sujeto sano; en la taquiarritmia, la
frecuencia cardiaca es preferiblemente superior a 100 latidos por minuto. La mayoria de los casos de taquiarritmia
son taquicardia supraventricular con enfermedad cardiovascular estructural, fibrilacién auricular con sindrome de
Wolff-Parkinson-White, aleteo auricular con conduccién auriculoventricular 1:1 y taquicardia ventricular. La embolia
pulmonar es causada por la oclusion de una arteria pulmonar mediante un coagulo de sangre (tromboembolia) o una
burbuja de aire (embolia gaseosa). Normalmente los coagulos de sangre se forman en las venas pélvicas o de las
extremidades inferiores y migran a las arterias pulmonares, donde se atascan. La embolia gaseosa es provocada
preferentemente por un accidente de buceo o por catéteres venosos con fugas. Los sintomas de embolia pulmonar
incluyen dolor en el pecho, disnea y hemoptisis (tos sanguinolenta). La presion de la circulacion pulmonar puede
aumentar y producir insuficiencia ventricular derecha. Los episodios circulatorios cardiacos también pueden ser
determinados o confirmados por los métodos hasta ahora conocidos.

El término “ataque isquémico transitorio” (abreviado aqui como AIT) es bien conocido en el estado técnico (véase
W.E. Smith y otros, Enfermedades cerebrovasculares, capitulo 364 en Harrison, Principles of Internal Medicine, 172
edicién). Tal como se usa aqui, el término se refiere sobre todo a un episodio transitorio de disfunciéon neurolégica
provocada por isquemia sin infarto agudo y, por tanto, sin muerte tisular. Por consiguiente, al contrario del accidente
cerebrovascular, un AIT no produce un dafio tisular irreversible por muerte de células cerebrales. El AIT comparte la
misma etiologia subyacente que el accidente cerebrovascular: una interrupcion del flujo sanguineo cerebral (FSC).

Por otra parte, los sintomas de AIT son en general los mismos que los del accidente cerebrovascular. Los sintomas
del AIT y del accidente cerebrovascular son bien conocidos del estado técnico. Asimismo, es bien sabido del estado
técnico que los sintomas pueden depender de la regién del cerebro afectada por la isquemia (véase también mas
adelante) y variar en cuanto a gravedad. Los sintomas incluyen pérdida temporal de la vision (amaurosis fugax),
dificultades para hablar (afasia), debilidad de un lado del cuerpo (hemiparesia) y entumecimiento u hormigueo
(parestesia), generalmente en un lado del cuerpo. Otros sintomas son disfasia, disartria, hemianopsia, debilidad,
ataxia y descuido. El mareo, la falta de coordinacion o un equilibrio deficiente también son sintomas relacionados
con el AlT.

Los sintomas de un AIT son de corta duracién y generalmente duran unos pocos segundos hasta algunos minutos y
la mayoria de los sintomas desaparecen en 60 minutos. Asi, los sintomas duran poco, preferiblemente menos de 24
horas, en particular menos de 1 hora.

El sujeto examinado segun el método mencionado anteriormente no tuvo una apoplejia, es decir, el sujeto no debe
haber tenido una apoplejia. Preferiblemente el sujeto no debera haber tenido una apoplejia en las 72 horas, con
mayor preferencia en las 48 horas y sobre todo en las 24 horas previas a la obtencion de la muestra que debe ser
analizada. Lo mas preferible es que el sujeto no haya tenido una apoplejia una o dos semanas antes de la obtencion
de la muestra para el andlisis.

El término “apoplejia” es bien conocido en el estado técnico. El término comprende preferentemente un accidente
cerebrovascular isquémico. El término “accidente cerebrovascular isquémico” también es bien comprendido por el
especialista (véase por ejemplo Adams y otros, Guidelines for the Early Management of Adults With Ischemic Stroke
[Pautas para el tratamiento precoz de adultos con accidente cerebrovascular isquémico], una guia de la American
Heart Association/American Stroke Association, Stroke Council, Clinical Cardiology Council, Cardiovascular
Radiology and Intervention Council, y the Atherosclerotic Peripheral Vascular Disease and Quality of Care Outcomes
in Research Interdisciplinary Working Groups [La enfermedad vascular aterosclerética periférica y resultados de la
calidad de asistencia en grupos de trabajo interdisciplinario de investigacion] en Stroke. 2007;38:1655. Tal como se
usa aqui, el término se refiere preferentemente al accidente cerebrovascular isquémico cerebral. Ademas se refiere
preferiblemente a una apoplejia causada por un menor flujo sanguineo al cerebro o a partes del mismo, que reduce
el suministro de oxigeno (escasez de aporte) a las células cerebrales. En el contexto de los métodos de la presente
invencion un accidente cerebrovascular dafa irreversiblemente el tejido debido a la muerte de las células cerebrales.
Por consiguiente el término “accidente cerebrovascular”, tal como se usa aqui, no incluye los AlT.

Los sintomas de apoplejia son bien conocidos en el estado técnico. Preferentemente son los mismos sintomas antes
citados para los AlT.

El accidente cerebrovascular isquémico puede ser causado por aterotrombosis o embolia de una arteria cerebral
importante, por trastornos de coagulacion, por enfermedad vascular no ateromatosa o por una isquemia cardiaca
que disminuye el flujo sanguineo total. La apoplejia isquémica se selecciona preferiblemente del grupo formado por
apoplejia aterotrombotica, apoplejia cardioembolica y apoplejia lacunar. La determinacion del tipo de accidente
cerebrovascular es conocida del personal experto e incluye diversas técnicas de captacion de imagenes tales como
ecocardiografia, electrocardiograma y ecografia Doppler. Preferiblemente, el accidente cerebrovascular isquémico
es un accidente cerebrovascular isquémico agudo.

El AIT y el accidente cerebrovascular son el resultado de la isquemia y/o hipoperfusion de partes especificas del

cerebro o de todas las partes del mismo. Los sintomas dependen de la region afectada (y del vaso acompafriante). A
menudo se ve afectada la arteria cerebral media; los sintomas relacionados incluyen afasia, debilidad contralateral
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de brazos o piernas. El AIT del cerebro anterior puede relacionarse con afasia, apractognosia, confusion, alexia, etc.;
cuando esta afectada la parte central del cerebro inferior, los sintomas pueden ser temblor intencional, disestesia,
ataxia, etc. Las lesiones de la médula pueden incluir vértigo, diplopia, nauseas y vomitos.

Preferiblemente, el término “accidente cerebrovascular isquémico” no incluye la apoplejia hemorragica.

Si un sujeto sufre o ha sufrido un accidente cerebrovascular, en concreto un accidente cerebrovascular isquémico,
se puede determinar por métodos bien conocidos. Los sintomas del accidente cerebrovascular son asimismo bien
conocidos en el estado técnico y estan descritos, p.ej., en Adams y otros (loc. cit.). P.gj., los sintomas de apoplejia
incluyen insensibilidad o debilidad repentina de la cara, brazo o pierna, sobre todo a un lado del cuerpo, confusiéon
repentina, dificultad para hablar o entender, dificultad repentina para ver con uno o ambos ojos y dificultad repentina
para caminar, mareos y pérdida de equilibrio o coordinacion.

Tal como se ha expuesto anteriormente, se supone que el sujeto examinado segun el método arriba citado ha tenido
un ataque isquémico transitorio. Preferentemente, un sujeto que supuestamente ha padecido un ataque isquémico
transitorio es un sujeto que ha mostrado sintomas de un AIT. Preferiblemente, dicho ha mostrado sintomas de un
AIT dentro de un cierto periodo de ventana antes de obtener la muestra de prueba. Preferiblemente dicho sujeto ha
mostrado sintomas de AIT en las 72 horas, con mayor preferencia en las 48 horas y sobre todo en las 24 horas
anteriores a la obtencion de la muestra. No obstante, es preferible no obtener la muestra de analisis antes de haber
pasado 1 hora, en particular 2 horas, desde el final de los sintomas de AIT. También se contempla que la muestra
de analisis no se haya obtenido antes de transcurridas 4 horas desde el final de los sintomas de AIT. Igualmente se
contempla que la muestra de anadlisis no se haya obtenido antes de transcurridas 6 horas desde el final de los
sintomas de AIT.

Asimismo se contempla que el sujeto haya mostrado sintomas de AIT en las 12 horas anteriores a la obtencion de la
muestra.

Con el método de la presente invencion mencionado anteriormente se debe diagnosticar un AIT. Tal como se usa
aqui, el término “diagnostico” significa evaluar si un sujeto como el mencionado segun el método de la presente
invencion ha sufrido un ataque isquémico transitorio, o no. En particular, se debe diagnosticar si el sujeto ha sufrido
0 no un ataque isquémico transitorio en un determinado intervalo de tiempo anterior a la obtencion de la muestra que
se va a analizar. Segun una forma de ejecucion preferida se diagnosticara si el sujeto ha sufrido o no un ataque
isquémico transitorio en las 72 horas anteriores a la obtencion de la muestra. En otra forma de ejecucion preferida se
diagnosticara si el sujeto ha sufrido o no un ataque isquémico transitorio en las 48 horas anteriores a la obtencién de
la muestra. Segun otra forma de ejecucién mas preferida se diagnosticara si el sujeto ha padecido o no un ataque
isquémico transitorio en las 24 horas anteriores a la obtencién de la muestra. Es preferible que el sujeto ya no tenga
sintomas de AIT en el momento de obtener la muestra.

Como comprenderan los expertos en la materia, la evaluacion de si un sujeto como el aqui mencionado ha tenido o
no un AIT no pretende ser generalmente correcto para el 100% de los sujetos que deben diagnosticarse. El término
requiere sin embargo que la evaluacion sea correcta para una parte estadisticamente significativa de los sujetos (por
ejemplo, para una cohorte en un estudio de cohortes). Por lo tanto, aun asi, el método de la presente invencion al
menos sirve de ayuda para establecer un diagnéstico clinico final. El especialista en la materia puede determinar si
una porcion es estadisticamente significativa, usando varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas,
p.ej. determinacion de intervalos de confianza, determinacion del valor p, prueba t de Student, prueba de Mann-
Whitney, etc. Los detalles pueden encontrarse en Dowdy and Wearden, Statistics for Research, John Wiley & Sons,
Nueva York, 1983. Los intervalos de confianza preferidos son de al menos 90%, al menos 95%, al menos 97%, al
menos 98% o al menos 99 %. Los valores de p son preferiblemente de 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o 0,0001.

El término “muestra” se refiere a una muestra de sangre, plasma o suero. Dicha muestra se obtiene no mas tarde de
las 72 horas desde la aparicion de los sintomas de un ataque isquémico transitorio. Con mayor preferencia dicha
muestra se obtiene no mas tarde de las 48 horas y sobre todo no mas tarde de las 24 horas desde la aparicion de
los sintomas de un ataque isquémico transitorio. Preferiblemente, el sujeto ya no presenta sintomas de AIT en el
momento en que se obtiene la muestra.

El marcador NT-proANP (péptido natriurético pro atrial N-terminal) es bien conocido en el estado técnico (véase por
ejemplo Bonow, 1996, Circulation 93: 1946-1950). EI NT-proANP pertenece al grupo de péptidos natriuréticos. El
NT-proANP se genera por escision proteolitica a partir de una molécula precursora, el péptido pre-proANP, dando
como resultado la hormona activa ANP (péptido natriurético atrial) y el respectivo fragmento N-terminal NT-proANP.

La ANP se sintetiza en miocitos auriculares. Al liberarse, la prohormona se divide en proporciones equimolares del
proANP muy activo biolégicamente (aminoacidos 99 a 126) y NT-proANP (aminoacidos 1 a 98). La hormona activa
esta involucrada en el control homeostatico del agua, sodio, potasio y tejido adiposo corporales. Es liberada por las
células musculares de las camaras superiores del corazén como respuesta a una presion arterial alta. Tal como se
utiliza aqui, NT-proANP se refiere preferiblemente al NT-proANP humano. El término “NT-proANP” también engloba
preferiblemente variantes polipeptidicas del NT-proANP humano antes citado. Estas variantes tienen al menos las
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mismas propiedades biolégicas e inmunolégicas esenciales que el polipéptido NT-proANP antes citado. En particular
comparten las mismas propiedades bioldgicas e inmunoldgicas esenciales si son detectables mediante los mismos
ensayos especificos a los que se hace referencia en esta descripcion, p.ej. mediante ensayos ELISA efectuados con
el uso de anticuerpos policlonales o0 monoclonales que reconocen especificamente dichos polipéptidos NT-proANP.

Se conocen ejemplos de variantes particulares de NT-proANP y de NT-proBNP y métodos para su medicion (Ala-
Kopsala, M., Magga, J., Peuhkurinen, K. y otros (2004): la heterogeneidad molecular tiene un impacto importante en
la medicion de los fragmentos circulantes N-terminales de los péptidos natriuréticos de tipo A y de tipo B. Clinical
Chemistry, volumen 50(9), 1576-1588). Ademas, debe entenderse que una variante considerada conforme a la
presente invencion tendra una secuencia de aminoacidos diferente debido al menos a una sustitucion, delecién y/o
adicion de aminoacidos, de modo que la secuencia de aminoacidos de la variante sea todavia, preferiblemente, al
menos un 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98% o 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos
del polipéptido NT-proANP especifico, preferiblemente en toda la longitud del respectivo NT-proANP humano (en
particular en toda la longitud). El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se puede determinar
mediante algoritmos bien conocidos del estado técnico, descritos en otra parte de este documento. Las variantes
antedichas pueden ser variantes alélicas o cualquier otra especie de homdlogos, paralogos u ortdlogos especificos.

Ademas, las variantes aqui citadas incluyen fragmentos o subunidades del polipéptido NT-proANP especifico o los
tipos de variantes mencionados anteriormente, siempre que estos fragmentos tengan las propiedades inmunolégicas
y biolégicas esenciales arriba citadas. Dichos fragmentos pueden ser p.gj. productos de degradacion del polipéptido
NT-proANP. También se incluyen las variantes que difieren a causa de modificaciones post-translacionales tales
como fosforilaciéon o miristilacion.

La determinacién de la cantidad de un péptido o polipéptido aludido en esta descripcidn se refiere a la medicién de la
cantidad o concentracion, preferiblemente de forma semicuantitativa o cuantitativa. La medicién puede ser directa o
indirecta. La medicién directa consiste en determinar la cantidad o concentracion del péptido o polipéptido basada en
una sefial obtenida a partir del propio péptido o polipéptido, cuya intensidad se correlaciona directamente con el
numero de moléculas del péptido presente en la muestra. Dicha sefial - a veces designada aqui como sefial de
intensidad - se puede obtener p.ej. midiendo el valor de intensidad de una propiedad fisica o quimica especifica del
péptido o polipéptido. La medicién indirecta consiste en la determinacion de una sefal obtenida de un componente
secundario (es decir, un componente que no es el propio péptido o polipéptido) o de un sistema de lectura bioldgica,
como p.ej. respuestas celulares medibles, ligandos, marcadores o productos de reacciones enzimaticas.

De acuerdo con la presente invencion, la determinacién de la cantidad de un péptido o polipéptido se puede realizar
por todos los medios conocidos para medir la cantidad de un péptido en una muestra. Dichos medios comprenden
inmunoensayos y métodos en los cuales se pueden utilizar moléculas marcadas para diversos formatos de ensayo
de tipo sandwich, competitivo u otros. Estos ensayos estan basados preferiblemente en agentes de deteccion tales
como anticuerpos que reconocen especificamente el péptido o polipéptido que debe determinarse. Los agentes de
deteccion deben ser directa o indirectamente capaces de generar una sefal que indique la presencia o ausencia del
péptido o polipéptido. Ademas, la intensidad de la sefial se puede correlacionar preferiblemente de forma directa o
indirecta (p.ej. inversamente proporcional) con la cantidad de polipéptido presente en una muestra. Otros métodos
adecuados consisten en medir una propiedad fisica o quimica especifica del péptido o polipéptido, tal como su masa
molecular precisa o su espectro RMN. Dichos métodos incluyen, preferiblemente, biosensores, dispositivos opticos
acoplados a inmunoensayos, biochips, dispositivos analiticos tales como espectrometros de masas, analizadores de
RMN o aparatos cromatograficos. Los métodos también incluyen métodos basados en microplacas ELISA, ensayos
inmunolégicos completamente automatizados o robotizados (disponibles por ejemplo en anallzadores Elecsys ),
CBA (un ensayo enzimatico de union a cobalto, disponible por ejemplo en anallzadores Roche-Hitachi ) y ensayos
de aglutinacion con latex (disponibles por ejemplo en los analizadores Roche-Hitachi )

La determinacion de la cantidad de un péptido o polipéptido comprende preferiblemente las etapas de (a) poner en
contacto con dicho péptido o polipéptido, durante un periodo adecuado de tiempo, una célula capaz de inducir una
respuesta celular cuya intensidad sea indicativa de la cantidad del péptido o polipéptido, y (b) medir la respuesta
celular. Para medir las respuestas celulares, la muestra o muestra procesada se agrega preferiblemente a un cultivo
celular y se mide una respuesta celular interna o externa. La respuesta celular puede incluir la expresion medible de
un gen reportero o la secrecion de una sustancia, p.ej. de un péptido, polipéptido o molécula pequefia. La expresion
o la sustancia generaran una sefial de intensidad que se correlaciona con la cantidad del péptido o polipéptido.

La determinacién de la cantidad de un péptido o polipéptido también comprende preferiblemente la etapa de medir
una sefal de intensidad especifica obtenible a partir del péptido o polipéptido contenido en la muestra. Como se ha
descrito arriba, esta sefial puede ser la intensidad observada a una m/z variable, especifica del péptido o polipéptido
en los espectros de masas, o un espectro RMN especifico del péptido o polipéptido.

La determinacién de la cantidad de un péptido o polipéptido puede comprender, preferentemente, las etapas de (a)
poner en contacto el péptido con un ligando especifico, (b) eliminar (opcionalmente) el ligando no unido, (c) medir la
cantidad de ligando unido.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 656 082 T3

Segun una forma de ejecucion preferida, dichos pasos de puesta en contacto, eliminacion y medicion se pueden
llevar a cabo mediante una unidad analizadora del sistema descrito en este documento. Segun algunas formas de
ejecucion, dichos pasos pueden ser efectuados por una sola unidad analizadora de dicho sistema o por mas de una
unidad analizadora en comunicacion mutuamente operativa. Por ejemplo, segun una forma de ejecucion concreta, el
sistema aqui descrito puede constar de una primera unidad analizadora para realizar dichos pasos de contacto y
eliminacién y una segunda unidad analizadora, conectada operativamente a dicha primera unidad analizadora por
una unidad de transporte (por ejemplo, un brazo robot), que realiza dicho paso de medicion.

El ligando unido, en particular el ligando o el complejo ligando/péptido, generara una sefial de intensidad. Segun la
presente invencion, la unidn incluye tanto un enlace covalente como no covalente. Segun la presente invencion, un
ligando puede ser cualquier compuesto, p.ej. un péptido, polipéptido, acido nucleico o molécula pequefa, que se una
al péptido o polipéptido aqui descrito.

Los ligandos preferidos comprenden anticuerpos, acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos tales como receptores o
componentes de union para el péptido o polipéptido y fragmentos de los mismos, incluyendo los dominios de unién
para los péptidos y aptameros, p.ej. aptameros de acido nucleico o peptidicos. Los métodos para preparar estos
ligandos son bien conocidos del estado técnico. Por ejemplo, los proveedores comerciales también proporcionan la
identificacion y produccion de anticuerpos o aptameros adecuados. El especialista en la materia esta familiarizado
con los métodos de desarrollo de derivados de dichos ligandos con mayor afinidad o especificidad. Por ejemplo, se
pueden introducir mutaciones aleatorias en los acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos. Luego estos derivados se
pueden someter a ensayos de unién segun los procedimientos de seleccién conocidos del estado técnico, p.gj. la
expresion fagica. Los anticuerpos aqui citados incluyen tanto anticuerpos policlonales como monoclonales, asi como
fragmentos de los mismos, tales como los fragmentos Fv, Fab y F(ab),, que son capaces de unirse al antigeno o al
hapteno. La presente invencion también incluye anticuerpos de cadena simple y anticuerpos hibridos humanizados,
en los cuales se combinan secuencias de aminoacidos de un anticuerpo donante no humano - que presenta una
especificidad de antigeno deseada - con secuencias de un anticuerpo aceptor humano. Las secuencias donantes
incluiran normalmente al menos los restos de aminoacidos de unién al antigeno del donante, pero también pueden
comprender otros restos de aminoacidos estructural y/o funcionalmente relevantes del anticuerpo donante. Dichos
hibridos se pueden preparar mediante varios métodos bien conocidos del estado técnico. Preferiblemente, el ligando
0 agente se une especificamente al péptido o polipéptido. Unién especifica segun la presente invencion significa que
el ligando o agente no debe unirse sustancialmente (por “reaccion cruzada”) a otro péptido, polipéptido o sustancia
presente en la muestra analizada. Preferiblemente, el péptido o polipéptido fijado especificamente deberia estar
unido con una afinidad al menos 3 veces superior, con mayor preferencia al menos 10 veces superior y sobre todo al
menos 50 veces superior a la de cualquier otro péptido o polipéptido relevante. La unioén inespecifica puede ser
tolerable, si aun se puede distinguir y medir de forma inequivoca, p.ej. segun su tamafio en un ensayo Western Blot,
o por su abundancia comparativamente mayor en la muestra. La unién del ligando se puede medir por cualquier
método conocido del estado técnico. Tal método es preferiblemente semicuantitativo o cuantitativo. A continuacién
se describen otras técnicas adecuadas para la determinacién de un polipéptido o péptido.

En primer lugar, la unién de un ligando se puede medir directamente, p.ej. por RMN o resonancia de plasmones
superficiales. Segun las formas de ejecucion preferidas, la medicion de la unién de un ligando, se realiza mediante
una unidad analizadora de un sistema descrito en este documento. Después, una cantidad de la unién medida se
puede calcular mediante un dispositivo informatico de un sistema descrito en este documento. En segundo lugar, si
el ligando también sirve como substrato de una actividad enzimatica del péptido o polipéptido de interés, se puede
medir un producto de reaccion enzimatica (p.ej., se puede medir la cantidad de una proteasa determinando la
cantidad de substrato escindido, p.ej. en un ensayo Western Blot). Alternativamente el propio ligando puede tener
propiedades enzimaticas y el complejo “ligando/péptido o polipéptido” o el ligando fijado por el péptido o polipéptido,
respectivamente, se pueden poner en contacto con un substrato adecuado que permita la deteccién mediante la
generacion de una sefial de intensidad. Para medir los productos de reaccion enzimatica es preferible que haya
saturacién de substrato. El substrato también se puede marcar antes de la reacciéon con un marcador detectable. La
muestra se pone preferiblemente en contacto con el substrato durante un periodo de tiempo adecuado. Un periodo
de tiempo adecuado se refiere al tiempo necesario para la formacion de una cantidad de producto detectable,
preferiblemente medible. En lugar de determinar la cantidad de producto se puede medir el tiempo necesario para la
aparicion de una cantidad definida (p.ej. detectable) de producto. En tercer lugar, el ligando se puede acoplar por
enlace covalente o no covalente a un marcador que permita la deteccién y medicion del ligando. La marcacion se
puede realizar por métodos directos o indirectos. La marcacién directa implica el acoplamiento directo del marcador
(covalentemente o no) al ligando. La marcacion indirecta implica la unién (covalente o no covalente) de un ligando
secundario al primer ligando. El ligando secundario debe unirse especificamente al primer ligando. Dicho ligando
secundario se puede acoplar a un marcador adecuado y/o puede ser la diana (receptor) de un ligando terciario que
se una al ligando secundario. El uso de ligandos secundarios, terciarios o incluso de orden superior tiene la finalidad
de incrementar la sefial. Los ligandos adecuados de orden secundario y superior pueden incluir anticuerpos,
anticuerpos secundarios y el sistema bien conocido de estreptavidina-biotina (Vector Laboratories, Inc.). El ligando o
el substrato también se pueden “marcar” con uno o mas marcadores, tal como se conoce en el estado técnico. Tales
marcadores pueden ser dianas para ligandos de orden superior. Como marcadores adecuados cabe citar: biotina,
digoxigenina, His-Tag, glutation-S-transferasa, FLAG, GFP, myc-tag, hemaglutinina (HA) del virus de la gripe A,
proteina de unién a maltosa y similares. En el caso de un péptido o polipéptido, el marcador esta preferiblemente en
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el extremo N y/o en el extremo C. Como marcadores son adecuados aquellos que pueden detectarse mediante un
método apropiado. Los marcadores tipicos incluyen particulas de oro, perlas de latex, éster de acridano, luminol,
rutenio, marcadores enzimaticamente activos, marcadores radiactivos, marcadores magnéticos (por ejemplo “perlas
magnéticas”, incluyendo marcadores paramagnéticos y superparamagnéticos) y marcadores fluorescentes. Los
marcadores enzimaticamente activos comprenden, p.ej., peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, luciferasa y sus derivados. Los substratos adecuados para la deteccioén incluyen di-amino-bencidina
(DAB), 3,3'-5,5'-tetrametilbencidina, NBT-BCIP (cloruro de 4-nitro azul tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato,
disponible como solucion estandar lista para usar, de Roche Diagnostics), CDP-Star® (Amersham Biosciences),
ECF® (Amersham Biosciences). Una combinacién adecuada de enzima-substrato puede dar lugar a un producto de
reaccion coloreado, fluorescente o quimioluminiscente, que puede medirse de acuerdo con métodos conocidos del
estado técnico (p.ej. empleando una pelicula sensible a la luz o un sistema de camara adecuado). Para medir la
reaccion enzimatica se aplican analogamente los criterios antes indicados. Los marcadores fluorescentes tipicos
incluyen proteinas fluorescentes (tales como GFP y sus derivados), Cy3, Cy5, rojo Texas, fluoresceina y los
colorantes Alexa (p.ej. Alexa 568). Otros marcadores fluorescentes pueden obtenerse, p.ej. de Molecular Probes
(Oregon). También se contemg)la el emzpleo de puntos cuanticos como marcadores fluorescentes. Los marcadores
radiactivos tipicos incluyen s*, |'® p% p® y similares. Un marcador radioactivo se puede detectar por cualquier
método conocido y apropiado, p.ej. con una pelicula sensible a la luz o una camara de fésforo. Los métodos de
medicion adecuados segun la presente invencion también incluyen precipitacion (en concreto inmunoprecipitacion),
electroquimioluminiscencia (quimioluminiscencia electrogenerada), RIA (radioinmunoensayo), ELISA (ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas), ensayos inmunolégicos enzimaticos de tipo sandwich, inmunoensayos de tipo
sandwich electroquimioluminiscentes (ECLIA), ensayo inmunolégico de fluorolantanido potenciado por disociacion
(DELFIA), ensayo de centelleo por proximidad (SPA), turbidimetria, nefelometria, turbidimetria o nefelometria
mejorada con latex, o ensayos inmunolégicos en fase sélida. Otros métodos conocidos del estado técnico (tales
como electroforesis en gel, electroforesis en gel 2D, electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE),
Western Blot y espectrometria de masas) pueden usarse solos o combinados con la marcacion u otros métodos de
deteccion descritos anteriormente.

La cantidad de un péptido o polipéptido también se puede determinar preferiblemente, como sigue: (a) poner en
contacto un soporte solido que lleva un ligando para el péptido o polipéptido, tal como se ha especificado antes, con
una muestra que contenga el péptido o polipéptido y (b) medir la cantidad de péptido o polipéptido unido al soporte.

El ligando, escogido preferiblemente del grupo formado por acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, anticuerpos y
aptameros, esta preferiblemente inmovilizado sobre un soporte sélido. Los materiales para fabricar soportes sélidos
son bien conocidos del estado técnico e incluyen, entre otros, materiales de columna comercialmente disponibles,
perlas de poliestireno, perlas de latex, perlas magnéticas, particulas metalicas coloidales, chips y superficies de
vidrio y/o silicio, tiras de nitrocelulosa, membranas, laminas, duracyte®, pocillos y paredes de cubetas de reaccion,
tubos de plastico, etc. El ligando o agente puede ir unido a muchos vehiculos diferentes. Los ejemplos de vehiculos
bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, poli(cloruro de vinilo), polipropileno, polietileno, policarbonato, dextrano,
nylon, amilosas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. Para los propositos de la
presente invencion el vehiculo puede ser soluble o insoluble. Los métodos adecuados para fijar/inmovilizar dicho
ligando son bien conocidos e incluyen, sin limitarse a ellos, interacciones idnicas, hidréfobas, covalentes y similares.

También se contempla el uso de “matrices de suspensién” como matrices segun la presente invencion (Nolan 2002,
Trends Biotechnol. 20(1): 9-12). En estas matrices el vehiculo, p.ej. una microperla o microesfera, se encuentra en
suspension. La matriz consta de diferentes microesferas o microesferas, que pueden estar marcadas y transportan
distintos ligandos. Los métodos para producir dichas matrices, basadas por ejemplo en la quimica de fase sélida y
grupos protectores fotolabiles, son generalmente conocidos (patente US 5.744.305).

Tal como se usa aqui, el término “cantidad” engloba la cantidad absoluta de un polipéptido o péptido, la cantidad o
concentracion relativa de dicho polipéptido o péptido, asi como cualquier valor o parametro correlacionado con ellas
o derivable de las mismas. Dichos valores o parametros incluyen los valores de sefiales de intensidad procedentes
de todas las propiedades fisicas o quimicas especificas obtenidas a partir de dichos péptidos mediante mediciones
directas, p.€j. valores de intensidad en espectros de masas o espectros RMN. Ademas engloba todos los valores o
parametros obtenidos mediante mediciones indirectas especificadas en otra parte de esta descripcion, p.ej. niveles
de respuesta determinados a partir de sistemas de lectura biolégica como respuesta a los péptidos o sefiales de
intensidad obtenidas de los ligandos unidos especificamente. Debe entenderse que los valores correlacionados con
las cantidades o parametros antes citados también se pueden obtener mediante todas las operaciones matematicas
comunes. Segun formas de ejecucion preferidas de la presente invencion, la determinacion de una “cantidad” se
realiza mediante el sistema revelado, de tal modo que un dispositivo informatico determina la “cantidad” en funcién
de las etapas de contacto y medicion efectuadas por una o mas unidades analizadoras de dicho sistema.

La cantidad de NT-proANP se determina preferiblemente con los ensayos descritos en la seccion de los ejemplos.
Por ejemplo, la cantidad de NT-proANP se puede determinar detectando los aminoacidos 1 hasta 98 del péptido pre-
pro ANP.
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Tal como usa aqui, el término “comparar’ se refiere a la comparacién de la cantidad del péptido o polipéptido
contenido en la muestra analizada con una cantidad de una fuente adecuada de referencia especificada en otra
parte de esta descripcion. Debe entenderse que dicha comparacién se lleva a cabo entre parametros o valores
correspondientes, p.ej., una cantidad absoluta se compara con una cantidad de referencia absoluta, mientras que
una concentraciéon se compara con una concentracion de referencia, o bien una sefal de intensidad obtenida de una
muestra de ensayo se compara con el mismo tipo de sefial de intensidad procedente de una muestra de referencia.

La comparacion mencionada en la etapa (b) del método de la presente invencién se puede llevar a cabo de forma
manual o asistida por ordenador, p.ej. mediante un dispositivo informatico (p.ej. de un sistema aqui descrito). Para
una comparacion asistida por ordenador, el valor de la cantidad determinada se puede comparar con los valores
adecuados correspondientes a las referencias almacenadas en una base de datos por un programa informatico. El
programa informatico puede evaluar asimismo el resultado de la comparacion, es decir, facilitar automaticamente la
evaluacion deseada en un formato de salida conveniente, es decir, como resultado del diagnéstico. Dicho resultado
diagndstico puede servir preferiblemente de ayuda para el establecimiento del diagnéstico clinico final, p.ej. por parte
de un médico.

Basandose en la comparacion entre la cantidad determinada y la cantidad de referencia se podra evaluar si el sujeto
examinado ha tenido un AIT o no. Por ejemplo, el resultado de una comparacién se puede indicar en forma de datos
primarios (cantidades absolutas o relativas) y en algunos casos como un indicador en forma de una palabra, frase,
simbolo o valor numérico que puede ser indicativo de un diagnéstico particular. Por tanto la cantidad de referencia
debe elegirse de modo que una diferencia o una igualdad entre las cantidades comparadas permitan identificar a los
sujetos examinados como pertenecientes al grupo de sujetos que hayan sufrido o no un AIT. El método permite
descartar (excluir) o identificar (incluir) un sujeto que haya sufrido o no un AIT. Tal como se interpretan aqui, las
diferencias entre las cantidades, es decir, los aumentos o las disminuciones, son preferiblemente diferencias que
tienen significacion estadistica. Se puede determinar si una diferencia es estadisticamente significativa, utilizando las
técnicas estadisticas mencionadas en otra parte del presente documento. De manera similar, una igualdad entre las
cantidades de un parametro medido incluye tanto las cantidades idénticas, como aquellas diferencias de cantidades
que no son estadisticamente significativas y que estan dentro de las desviaciones estandar.

Tal como se usa aqui, el término “cantidad de referencia” se refiere a una cantidad que permite la asignacion de un
sujeto (i) al grupo de sujetos que han sufrido un AIT o (ii) al grupo de sujetos que no han sufrido un AIT. Dicho
diagnostico de inclusion y/o exclusion puede ser facilitado por el dispositivo informatico de un sistema descrito en el
presente documento, basandose en dicha comparacion de la “cantidad” calculada con una referencia o un umbral.

Por ejemplo, un dispositivo informatico de un sistema puede facilitar un indicador en forma de una palabra, simbolo o
valor numérico que sea indicativo de uno de los diagndsticos de inclusion o exclusion. La cantidad de referencia
aplicable para un sujeto individual puede variar dependiendo de diversos parametros fisioldgicos tales como la edad,
el sexo o la subpoblacién, asi como de los medios utilizados para la determinacion del polipéptido o péptido al que
se hace referencia en este documento. Se puede determinar una cantidad de referencia adecuada a partir de una
muestra de referencia, para analizarla simultanea o posteriormente junto con la muestra de ensayo.

En principio las cantidades de referencia se pueden calcular para una cohorte de sujetos, como se ha especificado
arriba, basandose en los valores promedio de un determinado biomarcador y en el empleo de métodos estadisticos
estandar. En concreto, la exactitud de un ensayo tal como un método que pretende diagnosticar un episodio, o no,
se describe mejor por sus caracteristicas de receptor-operador (CRO) (véase en particular Zweig 1993, Clin. Chem.
39:561-577). El grafico CRO es una representacion de todos los pares de sensibilidad frente a todos los pares de
especificidad resultante de la variacion continua del umbral de decision en todo el rango de datos observados. El
rendimiento clinico de un método de diagnosis depende de su precision, es decir, de su capacidad para asignar
correctamente los sujetos a un determinado prondstico o diagnodstico. El grafico CRO indica la superposicion entre
las dos distribuciones, representando la sensibilidad frente a la 1-especificidad para el rango completo de umbrales
adecuados para hacer una distincion. El eje y es el de la sensibilidad, o de la fraccion de positivos verdaderos, que
se define como la relacion entre el nimero de resultados positivos verdaderos del ensayo y el producto del nimero
de resultados positivos verdaderos por el nimero de falsos negativos. Esto también se conoce como positividad en
presencia de una enfermedad o problema. Se calcula Unicamente del subgrupo afectado. En el eje x se encuentra la
fraccion de falsos positivos, o 1-especificidad, que se define como la relacién entre el nUmero de resultados positivos
falsos y el producto del nimero de resultados negativos verdaderos por el nimero de resultados positivos falsos. Es
un indice de especificidad y se calcula completamente del subgrupo no afectado. Como las fracciones de positivos
verdaderos y falsos se calculan completamente por separado, utilizando los resultados de ensayo de dos subgrupos
diferentes, el grafico CRO es independiente de la prevalencia del episodio en la cohorte. Cada punto del grafico
CRO representa un par de sensibilidad/especificidad correspondiente a un umbral de decision particular. Un ensayo
con discriminacion perfecta (sin solapamientos de las dos distribuciones de resultados) tiene un diagrama CRO que
pasa por la esquina superior izquierda, donde la fraccion de positivos verdaderos es del 1,0 o 100% (sensibilidad
perfecta) y la fraccion positivos falsos es 0 (especificidad perfecta). El grafico tedrico de un ensayo sin discriminacion
(distribuciones idénticas de los resultados en los dos grupos) es una linea diagonal de 45° desde la esquina inferior
izquierda hasta la esquina superior derecha. La mayoria de representaciones graficas cae entre estos dos extremos.
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Si la curva CRO cae completamente por debajo de la diagonal de 45°, esto se remedia facilmente invirtiendo el
criterio de “positividad” de “mayor que” a “menor que” o viceversa. Cualitativamente, cuando mas cerca esté la curva
de la esquina superior izquierda, mayor sera la precision general del ensayo. En funciéon de un intervalo de confianza
deseado se puede deducir un umbral de la curva CRO que permita el diagndstico o la prediccion de un determinado
suceso, con un equilibrio apropiado de sensibilidad y especificidad, respectivamente. Por consiguiente, la referencia
que debe emplearse para el método anteriormente mencionado de la presente invencién, es decir, un umbral que
permita discriminar entre sujetos que han sufrido un AIT y aquellos que no han sufrido un AIT se puede generar,
preferiblemente, estableciendo una CRO para dicha cohorte, tal como se ha descrito anteriormente, y deduciendo de
ella una cantidad umbral. El grafico CRO permite deducir los umbrales adecuados en funcién de la sensibilidad y la
especificidad deseadas para un método diagnéstico. Se entendera que se desea una sensibilidad 6ptima para poder
excluir un AlIT (es decir, descartarlo), mientras que, para valorar si un sujeto ha sufrido un AIT (es decir, incluirlo), se
prevé una especificidad éptima. También se prefiere que las cantidades determinadas en la etapa a) del método de
la presente invencion se comparen con mas de una cantidad de referencia, p.ej. con una cantidad de referencia para
incluir el AIT y otra cantidad de referencia para descartar el AIT.

Preferiblemente, la cantidad o cantidades de referencia proceden de una muestra de un sujeto (o grupo de sujetos)
que haya sufrido un AIT (en particular, dentro de los periodos de tiempo especificados en otra parte del presente
documento) y/o de un sujeto (o grupo de sujetos) que haya sufrido un AIT (en particular, dentro de los periodos de
tiempo especificados en otra parte del presente documento).

Es preferible que el sujeto que no ha sufrido un AIT sea un sujeto sano. También es preferible que el sujeto que no
ha sufrido un AIT no haya tenido una apoplejia, en particular dentro de los periodos de tiempo a los que se ha hecho
referencia arriba.

También se prefiere que el sujeto de referencia (es decir, el sujeto que haya sufrido un AIT o un sujeto que no haya
sufrido un AIT) tenga factores de riesgo para sufrir un episodio isquémico cerebral agudo, en particular un AIT. Los
factores de riesgo dominantes para sufrir un episodio isquémico cerebral agudo, en particular un AIT, comprenden
enfermedad arterial coronaria, fallo cardiaco, disfuncion cardiaca sistdlica y/o diastélica, enfermedad cardiaca
valvular e hipertension arterial. Otros factores de riesgo son la diabetes y la obesidad. De acuerdo con ello, el sujeto
de referencia tiene preferentemente, como minimo, uno de estos factores de riesgo. El sujeto de referencia sufre
preferiblemente de enfermedad arterial coronaria. Con mayor preferencia el sujeto de referencia sufre insuficiencia
cardiaca. Sobre todo, tanto el sujeto de referencia como el sujeto examinado sufren insuficiencia cardiaca. También
preferiblemente, el sujeto de referencia y el sujeto examinado sufren de insuficiencia cardiaca. Esto es valido en
particular, cuando se determinan las cantidades de NT-proANP y NT-proBNP vy si la relacion entre las cantidades de
NT-proANP y NT-proBNP esta calculada en el contexto del método de la presente invencion (véase en otra parte de
este documento).

Si solo se determina la cantidad de NT-proANP, también es preferible que ni el sujeto de referencia ni el sujeto
examinado sufran de insuficiencia cardiaca o enfermedad arterial coronaria.

Lo siguiente tiene validez como algoritmos diagndsticos.
La cantidad de referencia procede preferiblemente de

a. una muestra de un sujeto (o de un grupo de sujetos) que haya padecido un AIT, de manera que una cantidad
de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea basicamente idéntica a la cantidad de referencia o
superior a ella indicara que el sujeto ha tenido un ataque isquémico transitorio, y/o

b. una muestra de un sujeto conocido que no haya sufrido un AIT, de manera que una cantidad de NT-proANP
en la muestra del sujeto examinado que sea basicamente idéntica a la cantidad de referencia o inferior a ella
indicara que el sujeto no ha tenido un ataque isquémico transitorio.

Una cantidad de referencia preferida procedente de una muestra de un sujeto (o grupo de sujetos) que haya tenido
un AIT es de aproximadamente 54500 pg/ml hasta 150000 pg/ml y, con mayor preferencia, de aproximadamente
54500 hasta 137800 pg/ml. Aun con mayor preferencia, una cantidad de referencia procedente de una muestra de
un sujeto (o de un grupo de sujetos) que haya tenido un AIT es aproximadamente de 137500 o 94800, o sobre todo
de 54500 pg/ml.

Una cantidad de referencia preferida procedente de una muestra de un sujeto (o grupo de sujetos) que no haya
tenido un AIT es de aproximadamente 1000 pg/ml hasta 33600 pg/ml y, con mayor preferencia, de aproximadamente
1000 hasta 12570 pg/ml. Aun con mayor preferencia, una cantidad de referencia procedente de una muestra de un
sujeto (o de un grupo de sujetos) que no haya tenido un AIT es aproximadamente de 33600 o 15000, o sobre todo
de 12570 pg/ml. Se prefiere también que la cantidad de referencia sea de 4662 pg/ml.

Ademas, la cantidad de referencia puede definir una cantidad umbral, en particular una cantidad de referencia

calculada de manera que una cantidad NT-proANP en la muestra del sujeto examinado superior al correspondiente
umbral indique un AIT, mientras que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado inferior a la
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cantidad de referencia calculada indicara que el sujeto no ha tenido un AIT. Una cantidad umbral particularmente
preferida, calculada como cantidad de referencia, es aproximadamente de 54500 pg/ml o, con mayor preferencia, de
45000 pg/ml.

Tal como se emplea aqui, el término “aproximadamente” significa + 20%, + 10%, * 5%, + 2% o + 1% de los valores
concretos indicados.

En una forma de ejecucion preferida del método de la presente invencion se incluirda un AlT. En este caso la cantidad
de referencia procede de una muestra de un sujeto (o de muestras de un grupo de sujetos) que haya tenido un AlT.

Por consiguiente, esta revelacion contempla un método para admitir un ataque isquémico transitorio (AIT) en un
sujeto que supuestamente ha sufrido un ataque isquémico transitorio, pero no un accidente cerebrovascular; dicho
método comprende las etapas de

a. determinar la cantidad de NT-proANP en una muestra de dicho sujeto, y
b. comparar la cantidad de NT-proANP asi determinada con una cantidad de referencia, por lo cual se reconoce
un ataque isquémico transitorio,

de modo que la cantidad de referencia procede de una muestra de un sujeto (o de muestras de un grupo de sujetos)
que ha tenido un AIT, de manera que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea
basicamente idéntica a la cantidad de referencia o superior a ella indica que el sujeto ha sufrido un ataque isquémico
transitorio.

En una forma de ejecucion preferida del método de esta revelacion se incluira un AIT. En este caso, la cantidad de
referencia procede de una muestra del sujeto (o de muestras de un grupo de sujetos) que no haya tenido un AlT.

Por consiguiente, esta revelacion contempla un método para descartar un ataque isquémico transitorio (AIT) en un
sujeto que supuestamente ha sufrido un ataque isquémico transitorio, pero no un accidente cerebrovascular; dicho
método comprende las etapas de

a. determinar la cantidad de NT-proANP en una muestra de dicho sujeto, y
b. comparar la cantidad de NT-proANP asi determinada con una cantidad de referencia, por lo cual se descarta
un ataque isquémico transitorio,

de modo que la cantidad de referencia procede de una muestra de un sujeto (o de muestras de un grupo de sujetos)
que ha tenido un AIT, de manera que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea
basicamente igual a la cantidad de referencia o inferior a ella indica que el sujeto no ha sufrido un ataque isquémico
transitorio.

De acuerdo con esta revelacién, el método mencionado anteriormente comprende ademas las etapas de determinar
la cantidad de NT-proBNP en una muestra del sujeto y calcular la relacion entre la cantidad de NT-proANP vy la
cantidad de NT-proBNP. La determinacion de ambos marcadores es util, ya que la relacion entre las cantidades de
ambos marcadores permite diagnosticar de modo particularmente fiable el AIT en sujetos con insuficiencia cardiaca
(véanse los Ejemplos).

Se revela un método para diagnosticar un ataque isquémico transitorio (AIT) en un sujeto que supuestamente ha
sufrido un ataque isquémico transitorio, pero no un accidente cerebrovascular, que consiste en

a. determinar la cantidad de NT-proANP en una muestra de dicho sujeto,
b. determinar la cantidad de NT-proBNP en una muestra de dicho sujeto, y
c. calcular la relacion entre las cantidades de NT-proANP y NT-proBNP.

Las cantidades determinadas en las anteriores etapas a) y b) se miden preferiblemente en la misma muestra. Sin
embargo, también esta contemplado determinar las cantidades en muestras diferentes.

El método puede comprender ademas la comparacion de la relacién asi calculada con una relacion de referencia,
diagnosticando de este modo el AIT en dicho sujeto.

Esta revelacion también se refiere a un método para diagnosticar un ataque isquémico transitorio (AIT) en un sujeto
que supuestamente ha sufrido un ataque isquémico transitorio, pero no un accidente cerebrovascular, que consiste
en,

a. determinar la cantidad de NT-proANP en una muestra de dicho sujeto,

b. determinar la cantidad de NT-proBNP en una muestra de dicho sujeto,

c. calcular la relacion entre las cantidades de NT-proANP y NT-proBNP, y

d. comparar dicha relacién con una relacién de referencia, diagnosticando asi el AIT en dicho sujeto.
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El método puede incluir ademas el paso de recomendar una terapia idénea, cuando se haya diagnosticado un AIT.

En un aspecto, un agente detector adecuado puede ser un anticuerpo que se una especificamente al marcador en
una muestra de un sujeto investigado mediante el método de la invencién. Segun un aspecto, otro agente detector
utilizable puede ser un aptamero que se una especificamente al marcador en la muestra. En otro aspecto mas, la
muestra se elimina del complejo formado entre el agente de deteccion y el marcador, antes de medir la cantidad de
complejo formado. Por consiguiente, en un aspecto, el agente detector puede inmovilizarse sobre un soporte sélido.

En otro aspecto, la muestra puede eliminarse del complejo formado sobre el soporte sélido aplicando una solucion
de lavado. El complejo formado debe ser proporcional a la cantidad de marcador presente en la muestra. Debe
entenderse que la especificidad y/o la sensibilidad del agente detector aplicable define el grado de proporcion de al
menos un marcador contenido en la muestra, capaz de ser fijado especificamente. En otra parte de este documento
hay detalles adicionales de sobre como puede llevarse a cabo la determinacion. La cantidad de complejo formado se
transformara en una cantidad de al menos un marcador, que refleje la cantidad realmente presente en la muestra.

En un aspecto, dicha cantidad puede ser esencialmente la cantidad presente en la muestra o, segun otro aspecto,
una cantidad que sea igual a una cierta proporcion de la misma, segun la relaciéon entre el complejo formado y la
cantidad presente en la muestra original.

Ademas, la presente invencion se refiere al uso del polipéptido NT-proANP como biomarcador en una muestra de
sangre, suero o plasma obtenida de un sujeto que supuestamente ha sufrido un ataque isquémico transitorio (AIT),
para diagnosticar el ataque isquémico transitorio (AIT), cuando el sujeto sospechoso de haber sufrido un ataque
isquémico transitorio ha presentado sintomas de AIT en las 72 horas previas a la obtencién de la muestra, en
particular cuando el sujeto ha presentado sintomas de AIT en las 24 horas anteriores a la obtencion de la muestra, y
cuando el sujeto ya no presenta sintomas de AIT en el momento de la obtencién de la muestra.

Ademas la presente invencion se refiere al uso de un agente detector que se une especificamente a NT-proANP en
una muestra de sangre, suero o plasma obtenida de un sujeto que supuestamente ha sufrido un ataque isquémico
transitorio (AIT), para diagnosticar un ataque isquémico transitorio (AIT), cuando el sujeto sospechoso de haber
sufrido un ataque isquémico transitorio ha presentado sintomas de AIT en las 72 horas previas a la obtencion de la
muestra, en particular cuando el sujeto ha presentado sintomas de AIT en las 24 horas anteriores a la obtencion de
la muestra, y cuando el sujeto ya no presenta sintomas de AIT en el momento de la obtencion de la muestra.

Tal como se emplea aqui, el término “agente detector” se refiere a un agente capaz de reconocer especificamente y
fijar el biomarcador aludido en esta descripcion (NT-proANP o NT-proBNP), cuando esta contenido en una muestra.

Ademas, dicho agente debera permitir la deteccion directa o indirecta del complejo formado por dicho agente y el
biomarcador. La deteccién directa se puede lograr incluyendo un marcador detectable en el agente. La marcacion
indirecta se puede lograr mediante un agente adicional que se una especificamente al complejo que comprende el
biomarcador y el agente de deteccion, en el cual dicho agente adicional sea capaz de generar después una sefial
detectable. Los compuestos adecuados utilizables como agentes detectores son bien conocidos del estado técnico.

Preferentemente, el agente detector es un anticuerpo o aptamero que se une especificamente al biomarcador. Los
anticuerpos aqui mencionados incluyen tanto anticuerpos policlonales como monoclonales, asi como fragmentos de
los mismos, tales como Fv, Fab y F(ab),, capaces de unirse al antigeno o al hapteno. Asimismo se contemplan
anticuerpos de cadena simple y anticuerpos hibridos humanizados, en los cuales se combinan secuencias de
aminoacidos de un anticuerpo donante no humano - que presenta una especificidad de antigeno deseada - con
secuencias de un anticuerpo aceptor humano.

La presente invencion se refiere también a un dispositivo para diagnosticar un ataque isquémico transitorio, que
consta de:

a) una unidad de analisis que incluye un agente detector del polipéptido NT-proANP para poder determinar la
cantidad de dicho polipéptido NT-proANP; y

b) una unidad de evaluacion con un procesador de datos que tiene implementado un algoritmo para comparar la
cantidad determinada por la unidad de analisis con la cantidad de referencia almacenada en una base de datos,
a fin de establecer el diagndstico, de manera que la cantidad de referencia procede de una muestra de sangre,
suero o plasma de un sujeto, tal como se define en la reivindicacién 5, y el algoritmo es como se define en la
reivindicacion 5, y de manera que el sujeto sospechoso de haber sufrido un ataque isquémico transitorio ha
presentado sintomas de AIT en las 72 horas previas a la obtencion de la muestra, en particular que el sujeto ha
presentado sintomas de AIT en las 24 horas previas a la obtencion de la muestra, y que el sujeto ya no muestra
sintomas de AIT en el momento de la obtencion de la muestra.

Tal como se usa aqui, el término “dispositivo” se refiere a un sistema que comprende las unidades antes citadas,
conectadas operativamente entre si para permitir el diagnostico conforme a los métodos de la presente invencion.
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Los agentes detectores preferidos que se pueden usar en la unidad de analisis estan descritos en otra parte del
presente documento. La unidad de analisis lleva preferiblemente dichos agentes detectores en forma inmovilizada
sobre un soporte solido que entrara en contacto con la muestra que contiene los biomarcadores cuya cantidad debe
determinarse. Ademas, la unidad de analisis también puede incluir un detector que determine la cantidad de agente
detector unido especificamente al biomarcador o biomarcadores. La cantidad determinada se puede transmitir a la
unidad de evaluacion. Dicha unidad de evaluacion incluye un elemento procesador de datos, tal como un ordenador,
con un algoritmo implementado para llevar a cabo una comparacion entre la cantidad determinada y una referencia
adecuada. Las referencias adecuadas pueden proceder de muestras de sujetos que se utilizaran para la generacion
de cantidades de referencia, tal como ha descrito en otra parte anterior del presente documento. Los resultados del
diagndstico se pueden emitir como datos primarios de parametros diagndsticos, preferiblemente como cantidades
absolutas o relativas. Debe entenderse que estos datos pueden necesitar interpretacion por parte del médico. No
obstante, también se contemplan dispositivos con sistemas expertos que proporcionan de salida datos primarios de
diagnéstico ya procesados, cuya interpretacion no requiere un médico especialista. Preferiblemente, el dispositivo de
la presente invencién se puede usar para desarrollar de forma automatizada el método anteriormente mencionado
de la presente invencion.

Una forma de ejecucion preferida de la presente descripcion incluye un sistema para diagnosticar AIT o un episodio
cerebral agudo, tal como se describe en otra parte del documento. Los ejemplos de sistemas incluyen analizadores
de quimica clinica, analizadores quimicos de coagulacién, analizadores de inmunoquimica, analizadores de orina y
analizadores de acidos nucleicos, los cuales se utilizan para detectar el resultado de las reacciones quimicas o
bioldgicas o para controlar el progreso de las reacciones quimicas o bioldgicas. Mas concretamente, en los ejemplos
de sistemas para la presente divulgacion se pueden incluir los analizadores de ensayos inmunolégicos Elecsys
Systems y Cobas® de Roche, Architect® y Axsym® de Abbott, Centaur® y Immulite® de Siemens, UniCel® y Acess®
de Beckman Coulter, o similares.

Las formas de ejecucion del sistema pueden comprender una o mas unidades analizadoras, utilizadas para poner en
practica lo revelado. Las unidades analizadoras del sistema aqui revelado estan conectados operativamente con el
dispositivo informatico aqui descrito mediante cableado, Bluetooth, LANS o sefial inalambrica, como ya es conocido.

Ademas, segun la presente revelacion, una unidad analizadora puede incluir un aparato autbnomo o médulo dentro
de un instrumento mas grande que realiza una o ambas detecciones, p.gj. la evaluacion cualitativa y/o cuantitativa
de muestras con fines diagndsticos. Por ejemplo, una unidad analizadora puede llevar a cabo o asistir el pipeteo, la
dosificacion y la mezcla de muestras y/o reactivos. Una unidad de analisis puede incluir una parte que contenga los
reactivos para efectuar los ensayos. Los reactivos se pueden disponer, por ejemplo, en recipientes o cartuchos que
contengan reactivos individuales o grupos de reactivos, colocados en receptaculos o posiciones apropiadas dentro
de un compartimiento de almacenamiento o transportador. Los reactivos detectores también pueden estar en forma
inmovilizada sobre un soporte solido que se pone en contacto con la muestra. Ademas, una unidad analizadora
puede incluir un componente procesador y/o detector optimizable para analisis especificos.

Segun algunas formas de ejecucion, una unidad analizadora se puede configurar para la detecciéon dptica de un
analito, por ejemplo un marcador, en una muestra. Un ejemplo de unidad analizadora configurada para la deteccion
optica comprende un dispositivo configurado para convertir energia electromagnética en una sefial eléctrica, el cual
incluye detectores oOpticos tanto de un solo elemento como de muiltiples elementos. Segun la presente descripcion,
un detector optico es capaz de controlar una sefial optica electromagnética y emitir una sefal eléctrica o una sefal
de respuesta respecto a una sefial de referencia indicativa de la presencia y/o concentracion de un analito en una
muestra situada en una ruta optica. Estos dispositivos también pueden incluir, por ejemplo, fotodiodos, incluyendo
fotodiodos de avalancha, fototransistores, detectores fotoconductores, matrices de sensores lineales, detectores
CCD, detectores CMOS, incluyendo detectores de matriz CMOS, fotomultiplicadores y matrices fotomultiplicadoras.

Segun ciertas formas de ejecucion, un detector éptico, tal como un fotodiodo o un fotomultiplicador, puede contener
un acondicionador de sefiales o una electronica de procesamiento adicional. Por ejemplo, un detector 6ptico puede
incluir al menos un preamplificador, un filtro electrénico o un circuito integrado. Los preamplificadores adecuados
incluyen, por ejemplo, preamplificadores de integracién, de transimpedancia y de ganancia de corriente (espejo de
corriente).

Ademas, una o mas unidades analizadoras segun la presente descripcidon pueden incluir una fuente luminica para
emitir luz. Por ejemplo, una fuente luminica de una unidad analizadora puede constar, como minimo, de un elemento
emisor de luz (como un diodo emisor de luz, una fuente de radiacion eléctrica tal como una lampara incandescente,
una lampara electroluminiscente, una lampara de descarga de gas, una lampara de descarga de intensidad, un
laser) para medir las concentraciones de analito en una muestra analizada o para permitir una transferencia de
energia (por ejemplo, mediante la transferencia de energia de resonancia fluorescente o catalisis enzimatica).

La unidad analizadora del sistema también puede incluir una o mas unidades de incubacién (por ejemplo, para

mantener una muestra o un reactivo a una temperatura especificada o dentro de un intervalo de temperatura). En
algunas formas de ejecucion la unidad analizadora puede llevar un termociclador, incluyendo un termociclador en
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tiempo real, para someter una muestra a ciclos de temperatura repetidos y controlar los cambios cuantitativos de un
producto de amplificaciéon con la muestra.

Ademas, una unidad analizadora del sistema aqui revelado puede incluir un recipiente de reaccién o una unidad de
alimentacion de cubetas o estar conectada operativamente a ellas. Como ejemplos de unidades de alimentacion
cabe citar unidades de procesamiento de liquidos, tales como una unidad de pipeteo, para suministrar muestras y/o
reactivos a los recipientes de reaccion. La unidad de pipeteo puede comprender una aguja lavable reutilizable, p.ej.
una aguja de acero o puntas de pipeta desechables. La unidad analizadora puede comprender ademas una o mas
unidades mezcladoras, por ejemplo, un agitador para remover una cubeta que contenga un liquido, o una pala para
mezclar liquidos en una cubeta o agitar recipientes de reactivos.

De lo anterior, seguin algunas formas de ejecucion de la presente revelacion, se desprende que algunas etapas de
los métodos aqui revelados y descritos pueden ser efectuadas por un dispositivo informatico, el cual puede ser por
ejemplo un ordenador de tipo general o un dispositivo informatico portatil. También debe entenderse que se pueden
usar conjuntamente varios dispositivos informaticos para realizar una o mas etapas de los métodos aqui descritos,
por ejemplo mediante una red u otros métodos de transferencia de datos. Los ejemplos de dispositivos informaticos
incluyen ordenadores de sobremesa, ordenadores portatiles, ordenadores personales de bolsillo (“PDA”), tales como
los dispositivos de la marca BLACKBERRY, dispositivos celulares, tabletas, servidores y similares. En general, un
dispositivo informatico consiste en un procesador capaz de ejecutar multiples instrucciones (tal como un programa
informatico).

Un dispositivo informatico tiene preferiblemente acceso a una memoria. Una memoria es un medio legible mediante
ordenador y puede constar de un solo dispositivo de almacenamiento o de varios de ellos, ubicados localmente en el
dispositivo informatico o accesibles al dispositivo informatico a través de una red, por ejemplo. Los medios legibles
por ordenador pueden ser cualquier medio disponible al que se pueda acceder mediante el dispositivo informatico,
incluyendo tanto medios volatiles como no volatiles. Ademas, los medios legibles por ordenador pueden ser de tipo
extraible y no extraible o de ambos tipos. A modo de ejemplo, sin limitarse a ellos, los medios legibles por ordenador
pueden incluir medios de almacenamiento informatico. Como ejemplos de medios de almacenamiento informatico
cabe mencionar, sin limitarse a ellos, RAM, ROM, EEPROM, memoria flash o cualquier otra tecnologia de memoria,
CD-ROM, disco digital versatil (DVD) u otro tipo de almacenamiento en disco 6ptico, casetes magnéticos, cinta
magnética, almacenamiento en disco magnético u otros dispositivos de almacenamiento magnético, o cualquier otro
medio utilizable para almacenar una variedad de instrucciones a las que pueda acceder el dispositivo informatico y
ser ejecutadas por el procesador del dispositivo informatico.

Segun unas formas de ejecucion de la presente descripcion, el programa informatico puede incluir instrucciones que,
al ser ejecutadas por un procesador del dispositivo informatico, efectien una o mas etapas de los métodos aqui
descritos. Algunas de las instrucciones pueden adaptarse para producir sefiales que controlen el funcionamiento de
otras maquinas y operen por tanto a través de estas sefiales de control para transformar materiales muy alejados del
propio ordenador. Estas descripciones y representaciones son los medios utilizados por los expertos en la técnica
del procesamiento de datos, por ejemplo, para transmitir de forma mas eficaz el contenido de su trabajo a otros
expertos en la materia.

Las diversas instrucciones también pueden incluir un algoritmo concebido en general como una serie coherente de
pasos que conducen a un resultado deseado. Se trata de pasos que requieren manipulaciones fisicas de cantidades
fisicas. Por lo general, aunque no necesariamente, estas cantidades toman la forma de pulsos o sefiales eléctricas o
magnéticas capaces de ser almacenadas, transferidas, transformadas, combinadas, comparadas y manipuladas de
otro modo. A veces, sobre todo por razones de uso comun, conviene representar estas sefiales en forma de valores,
caracteres, datos de visualizacion, nimeros o similares, como referencia de los elementos fisicos o manifestaciones
reproducidas o expresadas por tales sefiales. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que todos estos términos y otros
similares deben relacionarse con las cantidades fisicas apropiadas y que en este caso se usan meramente como
etiquetas convenientes aplicadas a estas cantidades. Segun algunas formas de ejecucioén de la presente revelacion,
un algoritmo para efectuar una comparacioén entre una determinada cantidad de uno o mas de los marcadores aqui
descritos y una referencia adecuada se plasma y se realiza ejecutando las instrucciones. Los resultados pueden salir
como datos primarios de los parametros de diagndéstico o como cantidades absolutas o relativas. Segun diversas
formas de ejecucion del sistema aqui descrito, un “diagndstico” puede ser transmitido por el dispositivo informatico
de un sistema descrito en este documento, basandose en dicha comparacion de la “cantidad” calculada con una
referencia o un umbral. Por ejemplo, un dispositivo informatico de un sistema puede proporcionar una indicacion, en
forma de una palabra, simbolo o valor numérico, reveladora de un diagnéstico particular.

El dispositivo informatico también puede tener acceso a un dispositivo de salida. Como ejemplos de dispositivos de
salida cabe citar maquinas de fax, pantallas, impresoras y archivos, por ejemplo. Segun algunas formas de ejecucion
de la presente revelacion, un dispositivo informatico puede realizar una o mas etapas de un método aqui descrito y a
continuaciéon proporcionar una emision a través de un dispositivo de salida, relacionada con un resultado, indicacién,
relacion u otro factor del método.
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La presente invencion también comprende un kit para diagnosticar AIT en un sujeto. Este kit lleva al menos un
agente detector del polipéptido NT-proANP y, preferentemente, patrones que reflejan las cantidades de referencia
procedentes de un sujeto que ha tenido un AIT y/o de un sujeto que no ha exhibido un AIT:

Los siguientes ejemplos solo sirven para ilustrar la presente invencion. No deben interpretarse en absoluto como
limitativos del alcance de la misma.

Ejemplo 1: determinacion de NT-proBNP y NT-proANP

El NT-proBNP se determind mediante el ensayo ELISA sandwich de electroquimioluminiscencia Elecsys proBNP II
STAT (Short Turn Around Time [tiempo de respuesta corto]) de Roche. En el ensayo se emplean dos anticuerpos
monoclonales que reconocen epitopos localizados en la parte N-terminal (1-76) del proBNP (1-108).

El NT-proANP (aminoacidos 1 hasta 98 del péptido pre-pro ANP) se determind mediante el ensayo de NT-pro ANP
de Biomedica Medizinprodukte GmbH (Viena, Austria). Numero de catalogo BI-20892. El limite de deteccion es de
0,05 nmol/l. En el ensayo se usan anticuerpos policlonales de oveja anti proANP.

El nivel de los biomarcadores se ensay6 en muestras de suero del siguiente grupo de sujetos

e sujetos sanos (n = 149),

e pacientes con enfermedad arterial coronaria (EAC) estable (es decir, pacientes en los cuales se desarrolla con
frecuencia un accidente cerebrovascular, n = 235),

e pacientes con descompensacion cardiaca (n = 64),

e pacientes con AIT (n =79),

e pacientes con accidente cerebrovascular menor y mayor (n = 61y 108, respectivamente).

Pacientes con EAC: se incluyo en el estudio un total de 235 pacientes con enfermedad arterial crénica, cuya edad
media era de 64 afios, 141 hombres y 94 mujeres. En todos los pacientes la enfermedad de la arteria coronaria se
verificd por angiografia. La clasificacion de la enfermedad de los vasos como 1, 2 o 3 se baso en una reduccion del
50% del diametro del vaso. La funcién cardiaca se evalud por ecocardiografia y determinacion del NT-pro BNP.

Insuficiencia cardiaca: otro grupo de 64 pacientes presenta insuficiencia cardiaca descompensada (24 mujeres y 40
hombres, con una edad media de 69 afos). Se caracterizaban por una dificultad cada vez mayor para respirar en las
2 semanas anteriores; todos los pacientes se pudieron clasificar como NYHA Ill o IV conforme a la clasificacion de la
NYHA.

Controles sanos: 149 sujetos humanos clinicamente sanos se incluyeron en el estudio como controles, 52 varones y
97 mujeres (mediana de edad 41 afios, rango de 19 hasta 56 afios). Estos sujetos no tenian ninguna enfermedad
cardiaca segun la valoracion del historial clinico y un electrocardiograma, sin diabetes mellitus ni factores de riesgo
de estas enfermedades. Ademas tenian una funcién renal normal, verificada por unos valores normales de creatinina
y trastornos malignos.

Pacientes de accidente cerebrovascular/AlT: se incluyé en este estudio un total de 255 pacientes de AIT o accidente
cerebrovascular isquémico (edad media de 70 afios). 23 pacientes tuvieron un ataque isquémico transitorio, el
accidente cerebrovascular menor se diagnosticd en 61 pacientes y el accidente cerebrovascular mayor se encontrd
en 108 pacientes. Ademas, como se ha descrito anteriormente, se tomaron imagenes transcraneales y de la arteria
carétida por ultrasonidos, y se hicieron electro- y ecocardiografias para registrar los pacientes segun los criterios de
la clasificacion TOAST. En los pacientes con accidente cerebrovascular y AIT, los biomarcadores NT-proANP y NT-
proBNP se midieron en muestras obtenidas al presentarse y en muestras obtenidas a las seis y 24 horas después
de su llegada. El intervalo mediano entre la aparicion de los sintomas y el ingreso fue de 4,2 horas (25° percentil:
2,5, 75° percentil: 8 horas).

Ejemplo 2: resultados

Se obtuvieron los siguientes resultados (se indican los niveles de mediana, asi como el percentil 25° y 75°):
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NT-pro BNP NT-pro ANP
pg/ml pg/ml
Sujetos sanos 37 882
N =149 16 — 68 635 - 1280
Pacientes con EAC estable 266 2710
N = 236 95 -928 1880 — 4662
Pacientes con descompensacion cardiaca 4477 3600
N = 64 1971 - 7131 12570 — 57800
AlT,n=27 331 106000
165 473 79000 — 149000
Accidente cerebrovascular menor, n = 60 238 81000
79 — 547 43400 — 125000
Accidente cerebrovascular mayor (n = 108) 412 107151
127 - 1053 70600 - 240000

El sorprendente hallazgo indicé que los niveles de NT-pro ANP en el accidente cerebrovascular aumentaron de
manera significativa en los pacientes con AIT y accidente cerebrovascular. En particular fueron mas altos que en la
descompensacion cardiaca manifiesta. Por lo tanto el NT-pro ANP separé pacientes cardiacos de pacientes con
accidente cerebrovascular. La determinacion de NT-proBNP proporciona informacién adicional.

Ademas, se determinaron las relaciones de NT-proANP a NT-proBNP: las relaciones fueron las siguientes (mediana,
25° percentil/75° percentil):

Sanos 74 (14/125)
EAC 10 (4/25)
IC descompensada 10 (4/18)

Accidente cerebrovascular mayor 249 (128/ 603)
Accidente cerebrovascular menor 321 (149/ 670)
AIT 524 (204/905)

Como puede verse en la tabla, la determinacién de la relacion es conveniente porque permite diferenciar entre i) los
pacientes que tienen factores de riesgo de accidente cerebrovascular/AlT, es decir los pacientes con enfermedad
arterial coronaria (EAC) y los pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) que tienen niveles elevados de NT-proANP y
NT-proBNP, y ii) los pacientes que han sufrido un accidente cerebrovascular o un AIT.

Al hacer el seguimiento de los valores de NT-pro ANP durante el accidente cerebrovascular se obtuvieron los niveles
siguientes:

NT-pro ANP pg/ml

Al presentarse 106000
79000 - 149000
A las 6 horas 95500
54000- 139000
A las 24 horas 82000

48000 - 139000

El seguimiento indicé que este efecto era duradero, lo cual indica que también se podrian reconocer episodios
pasados.

Conclusiones:

El reconocimiento del AIT es importante porque puede preceder al accidente cerebrovascular que es frecuentemente
incapacitante. El AIT suele durar solo unos minutos y la mayoria de los AIT se resuelven en una hora sin causar
dafo cerebral permanente. El diagndstico del AIT es dificil porque i) el AIT mimetiza varios trastornos distintos,
dependiendo de la localizacion del AIT, y porque ii) los pacientes se presentan para valorar unos sintomas que ya
han desaparecido, lo cual dificulta el diagnoéstico final. EI AIT aparece a menudo en pacientes con enfermedades
cardiacas preexistentes, como la hipertension sistémica, la enfermedad arterial coronaria y la insuficiencia cardiaca
de diferente origen. Un hallazgo sorprendente de este estudio fue que el NT-pro ANP, que como es sabido se libera
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en la insuficiencia cardiaca, tiene un aumento muy elevado en el accidente cerebrovascular y, sorprendentemente,
también en el AIT excede los niveles hallados en pacientes con insuficiencia cardiaca avanzada y descompensada.

La relacién NT-pro ANP/NT-pro BNP también se puede utilizar de manera segura con este propésito, en particular
para los pacientes con insuficiencia cardiaca.

La importancia clinica de la confirmacién de la sospecha de AIT reside en la identificacion de la causa subyacente
(p-€j., cardioembodlica), la intervencion adecuada (angioplastia, p.ej. en la estenosis carotidea, anticoagulacion en
fibrilacion auricular) y, por consiguiente, en la prevencion del accidente cerebrovascular y en concreto del accidente
cerebrovascular mayor.

Ademas, se ha demostrado que la determinacion de la relacién de NT-pro ANP/NT-pro BNP permite un diagnostico
fiable de accidente cerebrovascular y del AIT, sobre todo en pacientes que sufren insuficiencia cardiaca.
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REIVINDICACIONES

1. Método para diagnosticar un ataque isquémico transitorio (AIT) en un sujeto que supuestamente ha tenido un
ataque isquémico transitorio, pero no un accidente cerebrovascular, el cual incluye las etapas de:

a) determinar la cantidad de NT-proANP en una muestra de sangre, suero o plasma obtenida de dicho sujeto,
para ver si el sujeto sospechoso de haber tenido un ataque isquémico transitorio ha mostrado sintomas de
AIT en las 72 horas previas a la obtencién de la muestra, en particular si el sujeto ha mostrado sintomas de
AIT en las 24 horas previas a la obtenciéon de la muestra y si el sujeto ya no muestra sintomas de AIT en el
momento de obtener la muestra, y

b) comparar la cantidad determinada de NT-proANP con una cantidad de referencia, diagnosticando de esta
manera si dicho sujeto ha tenido un ataque isquémico transitorio.

2. El método de la reivindicacion 1, en que el sujeto sospechoso de haber sufrido un AIT es un sujeto que ha
mostrado sintomas de AlT.

3. El método de las reivindicaciones 1 y 2, en el cual se diagnostica si el sujeto ha sufrido o no un AIT en las 72
horas previas a la obtencion de la muestra, en particular si el sujeto ha mostrado sintomas de AIT en las 24 horas
previas a la obtencién de la muestra.

4. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el cual la muestra del sujeto no se ha obtenido
antes de una hora después de los sintomas de AlT.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual

a. la cantidad de referencia procede de una muestra de un sujeto que supuestamente ha tenido un AIT, de
modo que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea esencialmente idéntica a
la cantidad de referencia o que sea superior a la cantidad de referencia indica que el sujeto ha tenido un
ataque isquémico transitorio, y/o

b. la cantidad de referencia procede de una muestra de un sujeto que supuestamente no ha tenido un AIT, de
modo que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea esencialmente idéntica a
la cantidad de referencia o que sea inferior a la cantidad de referencia indica que el sujeto no ha tenido un
ataque isquémico transitorio.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual la cantidad de referencia es una cantidad de
referencia calculada, de modo que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea
superior a la cantidad de referencia calculada indica que el sujeto ha tenido un ataque isquémico transitorio, y de
modo que una cantidad de NT-proANP en la muestra del sujeto examinado que sea inferior a la cantidad de
referencia calculada indica que el sujeto no ha tenido un ataque isquémico transitorio-

7. El método de las reivindicaciones 1 a 6, en que el sujeto no padece insuficiencia cardiaca y/o enfermedad arterial
coronaria.

8. Uso del polipéptido NT-proANP como biomarcador en una muestra de sangre, suero o plasma obtenida de un
sujeto que supuestamente ha padecido un ataque isquémico transitorio (AIT), para diagnosticar un ataque isquémico
transitorio (AIT) cuando el sujeto sospechoso de haber sufrido un ataque isquémico transitorio ha mostrado sintomas
de AIT en las 72 horas anteriores a la obtencién de la muestra, en particular cuando el sujeto ha mostrado sintomas
de AIT en las 24 horas anteriores a la obtencién de la muestra y cuando el sujeto ya no muestra sintomas de AIT en
el momento de la obtencion de muestra.

9. Uso de un agente detector que se une especificamente al NT-proANP para diagnosticar un ataque isquémico
transitorio en una muestra de sangre, suero o plasma obtenida de un sujeto que supuestamente ha padecido un
ataque isquémico transitorio (AIT), cuando el sujeto sospechoso de haber sufrido un ataque isquémico transitorio ha
mostrado sintomas de AIT en las 72 horas anteriores a la obtencion de la muestra, en particular cuando el sujeto ha
mostrado sintomas de AIT en las 24 horas anteriores a la obtencion de la muestra y cuando el sujeto ya no muestra
sintomas de AIT en el momento de la obtenciéon de muestra.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 o el uso segun la reivindicacién 8 o 9, en el cual el
sujeto es humano.

11. Dispositivo para diagnosticar un ataque isquémico transitorio, que comprende:
a) una unidad analizadora que incluye un agente detector del polipéptido NT-proANP para poder determinar
la cantidad de dicho polipéptido NT-proANP; y

b) una unidad de evaluacién que contiene un procesador de datos con un algoritmo implementado para
comparar la cantidad determinada por la unidad analizadora con una cantidad de referencia almacenada en
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una base de datos, a fin de establecer el diagndstico, de manera que la cantidad de referencia procede de
una muestra de sangre, suero o muestra de plasma de un sujeto tal como se define en la reivindicacion 5, y el
algoritmo es un algoritmo como el definido en la reivindicaciéon 5, cuando el sujeto sospechoso de haber
padecido un ataque isquémico transitorio ha mostrado sintomas de AIT en las 72 horas anteriores a la
obtencion de la muestra, en particular cuando el sujeto ha mostrado sintomas de AIT en las 24 horas
anteriores a la obtencién de la muestra y cuando el sujeto ya no muestra sintomas de AIT en el momento de
la obtencion de muestra.
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