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DESCRIPCION
Biomarcador de enfermedad renal crénica
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a la enfermedad renal cronica y a métodos para su diagndstico.
Antecedentes de la invencion

La enfermedad renal es un término general que describe una clase de afecciones en las cuales los rifiones no filtran
ni retiran los productos de desecho de la sangre. Existen dos formas de enfermedad renal; insuficiencia renal aguda
(IRA) y enfermedad renal créonica (ERC). La ERC generalmente es asintomatica, excepto en su estado mas
avanzado. En consecuencia, generalmente se requieren analisis de sangre y/u orina para hacer un diagndstico.

La definicién de ERC desarrollada por la Iniciativa para la Calidad de la Evolucion de la Enfermedad Renal (KDOQI,
por sus siglas en inglés) fue:

1. Dafio renal presente durante al menos 3 meses, segun se define por anomalias estructurales o funcionales
(generalmente se basa en un aumento de la albuminuria, p. e€j., cociente albumina/creatinina en orina
[UACR] =30 mg/g) y/o

2. Tasa de filtracion glomerular (TFG) <60 ml/min/1,73 m? presente durante al menos 3 meses.
Dentro de este marco, KDOQI clasificéd la ERC en cinco estadios, de la siguiente manera:

e Estadio 1: Dafio renal con TFG =90 ml/min/1,73 m?2.

e Estadio 2: Dafio renal con TFG 60-89 ml/min/1,73 m2.

e Estadio 3: TFG 30-59 ml/min/1,73 mZ2.

e Estadio 4: TFG 15-29 ml/min/1,73 mZ2.

e Estadio 5: TFG <15 ml/min/1,73 m? o insuficiencia renal tratada con didlisis o trasplante.

En Estados Unidos, segun los datos del estudio National Health and Nutrition Examination Survey 1999-2006
(NHANES), se estima que el 11,1 por ciento (22,4 millones) de adultos de 20 afios o mas tienen ERC en estadios 1-
3. Otros 0,8 millones de adultos estadounidenses de 20 afios o mas tienen ERC en estadio 4 y mas de 0,3 millones
tienen ERC en estadio 5 y reciben hemodialisis.

Los analisis de los datos de NHANES entre 1988-1994 y 1999-2004 sugieren que la prevalencia de ERC esta
aumentando para cada estadio de ERC, pero con un aumento particular en la prevalencia de individuos clasificados
con ERC en estadio 3. El numero de pacientes con enfermedad renal crénica en estadio 5 que requieren dialisis
también ha aumentado. Se ha estimado que mas de 700.000 personas tendran enfermedad renal en estadio
terminal (ESRD, por sus siglas en inglés) para 2015.

Aunque la ERC puede ser causada por una enfermedad renal primaria (p. €j., enfermedades glomerulares,
enfermedades tubulointersticiales, obstrucciéon y enfermedad renal poliquistica), en la gran mayoria de los pacientes
con ERC, el dafio renal se asocia con otras afecciones médicas como la diabetes y la hipertension. En 2008,
excluyendo a aquellos con ESRD, el 48 por ciento de los pacientes de Medicare con ERC tenian diabetes, el 91 por
ciento tenia hipertension y el 46 por ciento tenia enfermedad cardiaca aterosclerética. Otros factores de riesgo para
ERC incluyen edad, obesidad, antecedentes familiares y etnia.

La ERC se ha asociado con numerosos resultados de salud adversos. Muchos estudios han dado a conocer que
una TFG de 30-59 ml/min/1,73 m? se asocia con un mayor riesgo de mortalidad, enfermedad cardiovascular,
fracturas, pérdida dsea, infecciones, deterioro cognitivo y fragilidad. De manera similar, parece existir una relacion
gradual entre la gravedad de la proteinuria o la albuminuria y resultados de salud adversos, incluida la mortalidad, la
ESRD y la enfermedad cardiovascular. Ademas, el riesgo de resultados adversos conferidos por la reduccion de la
TFG y el aumento de la albuminuria (o proteinuria) parece ser independiente y multiplicativo.

La razén para considerar la deteccion de ERC en fase temprana incluye la alta y creciente prevalencia de ERC, sus
conocidos factores de riesgo, sus numerosas consecuencias adversas para la salud, su larga fase asintomatica, la
disponibilidad de posibles pruebas de deteccion de ERC, y la disponibilidad de tratamientos que pueden alterar el
curso de ERC en fase temprana y reducir las complicaciones de la ERC en fase temprana o sus problemas de salud
asociados.

Algunas organizaciones ya recomiendan la deteccion de la ERC en poblaciones seleccionadas. El consorcio KDIGO
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes) recomienda la deteccion de todos los pacientes con hipertension,
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diabetes o enfermedad cardiovascular. La American Diabetes Association recomienda una deteccion anual de todos
los adultos con diabetes, basado en "consenso de expertos o experiencia clinica". El Comité Nacional Conjunto de
Prevencion, Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la Presion Arterial Alta (JNC7, por sus siglas en inglés)
recomienda la deteccion anual de todos los pacientes con hipertension combinada y diabetes. La National Kidney
Foundation, que aboga también por la deteccion selectiva, patrocina examenes de deteccion gratuitos de ERC para
todos los adultos con hipertension, diabetes o un familiar primario con antecedentes de enfermedad renal,
hipertensién o diabetes.

En la mayoria de los pacientes con ERC en estadios 1 a 3, la TFG disminuye lentamente. Sin embargo, la tasa de
disminucion varia entre las personas, y muchos factores parecen afectar a la progresiéon. Debido a que la ERC en
estadios 1 y 2 generalmente progresa de manera asintomatica, la deteccion de ERC en fase temprana requiere
pruebas de laboratorio.

Algunas organizaciones recomiendan monitorizar los cambios en la funcion renal o el dafio en pacientes con ERC.
Por ejemplo, la Iniciativa para la Calidad de la Evolucién de la Enfermedad Renal (KDOQI) recomienda al menos una
medicion anual estimada de la TFG en adultos con ERC para predecir el inicio de la ESRD y evaluar el efecto de los
tratamientos de ERC. JNC7 recomienda la medicién cuantitativa anual de albuminuria en todos los pacientes con
"enfermedad renal". KDOQI también recomienda una monitorizacion mas frecuente de pacientes con ERC con
empeoramiento de la funcion renal.

A pesar de la importancia de medir los parametros clinicos para la ERC en suero u orina, existen pocos ensayos
diagndsticos para detectar ERC en fase temprana y monitorizar la progresion de esta enfermedad. La medicién de la
TFG no es lo suficientemente sensible para la detecciéon temprana de la enfermedad renal, mientras que la medicién
de la proteina urinaria no es especifica para la enfermedad renal, ni es adecuada para monitorizar la progresion de
la enfermedad. Por lo tanto, existe la necesidad de un marcador clinico o combinacién de marcadores especificos y
sensibles para el diagnéstico de ERC temprana y para la estadificacion de la enfermedad renal.

Compendio de la invencion

La presente invencion proporciona métodos para el diagndstico de la enfermedad renal crénica. Mas
especificamente, la invencién proporciona biomarcadores que proporcionan un medio para un diagndstico temprano
y estadificacion de ERC.

La presente invencion se basa en el hallazgo sorprendente de los autores de que se pueden detectar niveles
alterados de biomarcadores individuales en suero de pacientes con ERC en estadio 1, estadio 2 y estadio 3 en
comparacion con el suero de individuos control. Los biomarcadores que se pueden detectar con niveles alterados en
suero de pacientes con ERC en estadio 1, estadio 2 y estadio 3 en comparacions con el suero de individuos control
incluyen el complemento C3a(des)Arg (C3a desArg), interleucina 8 (IL-8), proteina inflamatoria de macréfagos 1 alfa
(MIP 1a, por sus siglas en inglés), adiponectina (ADPN), dipeptidil peptidasa 4 (CD26), creatinina, proteina C
reactiva (PCR), cistatina C (CISC), dimero D, factor de crecimiento endotelial (EGF, por sus siglas en inglés), E-
selectina (ESEL), proteina de unién a acidos grasos 1 (proteina de unién a acidos grasos de higado; FABP1 o
LFABP, por sus siglas en inglés), factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GMCSF, por sus
siglas en inglés), molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM1, por sus siglas en inglés), interferon gamma (IFNy),
interleucina 10 (IL10), interleucina 15 (IL15), interleucina 1 alfa (IL1a), interleucina 1 beta (IL1), interleucina 2 (IL2),
interleucina 4 (IL4), interleucina 5 (IL5), interleucina 6 (IL6), L-selectina (LSEL), proteina quimiotactica de monocitos
1 (MCP1, por sus siglas en inglés), metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9, por sus siglas en inglés), lipocalina
asociada a gelatinasa de neutréfilos (NGAL, por sus siglas en inglés), enolasa especifica neuronal (NSE, por sus
siglas en inglés), P-selectina (PSEL), interleuquina 2 alfa soluble (slL2a, por sus siglas en inglés), receptor de
interleuquina 6 soluble (sIL6R, por sus siglas en inglés), receptor del factor de necrosis tumoral 1 soluble (STNFR1,
por sus siglas en inglés), receptor del factor de necrosis tumoral 2 soluble (STNFR2), factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) y molécula de adhesion de células
vasculares 1 (VCAM1, por sus siglas en inglés).

En un primer aspecto, la invencion proporciona un método para detectar la enfermedad renal crénica en un sujeto,
que comprende medir la cantidad de un biomarcador en una muestra obtenida del sujeto, y determinar si la cantidad
del biomarcador esta alterada en comparacién con un control normal, en donde el biomarcador es MIP 1a.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona un método para determinar la eficacia de un tratamiento para la
enfermedad renal crénica, que comprende medir la cantidad de biomarcadores seleccionados en una muestra
obtenida de un sujeto que recibe tal tratamiento, en donde los biomarcadores son MIP 1a, IL8, IL1B y CYSC; o
VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8,
sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a, y comparar el nivel de los biomarcadores con el de una muestra de un
control no tratado para determinar si el tratamiento ha tenido el efecto de alterar el nivel de biomarcador, o una
reduccion o el mantenimiento del estadio de la enfermedad renal crénica o una ralentizacion de la progresion a
través de los estadios de la enfermedad renal crénica después del tratamiento indica que el tratamiento ha sido
exitoso.
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La enfermedad renal crénica puede ser enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2. La enfermedad renal
cronica puede ser enfermedad renal crénica en estadio 3.

La muestra puede ser orina, sangre, plasma, suero o saliva, preferiblemente la muestra puede ser plasma o suero.

La cantidad del biomarcador en la muestra se puede medir mediante la unién de un anticuerpo de captura especifico
para el biomarcador. La medicién de biomarcadores puede incorporar un anticuerpo adicional que se etiqueta de
forma detectable, preferiblemente en donde la etiqueta es peroxidasa de rabano picante.

La cantidad del biomarcador en la muestra se puede medir utilizando la tecnologia de matrices y biochips.

Se prefiere que en el método de la invencién se midan los niveles de MIP 1q, IL8, IL1B y CYSC; o se midan los
niveles de VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o se midan los niveles de NSE, MIP 1q, IL8 y CYSC; o se midan los niveles
de NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o se midan los niveles de EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y
MIP 1a.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona el uso de un kit para la deteccion de la enfermedad renal crénica en
un método segun cualquiera de los aspectos que proceden de la invencion, comprendiendo el kit una sonda que se
une especificamente a los biomarcadores especificados.

En un cuarto aspecto, la invenciéon proporciona un dispositivo en estado sélido que comprende un sustrato que
comprende anticuerpos que se unen especificamente a MIP 1q, IL8, IL13 y CYSC; o VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o
NSE, MIP 1qa, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y
MIP 1a. Se prevé que en el dispositivo en estado sdélido de la invencidon, los anticuerpos son anticuerpos
monoclonales.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona el uso de un dispositivo en estado solido segun el
aspecto anterior para detectar la enfermedad renal crénica en un sujeto. Se prevé que el uso del dispositivo en
estado solido sera para detectar la enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2, o la enfermedad renal crénica
en estadio 3.

Descripcion de los dibujos
La invencion se describe haciendo referencia a las siguientes figuras en las que:

La Figura 1 muestra diagramas de caja que representan los niveles de C3a desArg medidos en muestras de suero
tomadas de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en
estadio 3;

La figura 2 muestra diagramas de caja que representan los niveles de MIP 1a, medidos en muestras de suero
tomadas de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en
estadio 3;

La figura 3 muestra diagramas de caja que representan los niveles de STNFR1 medidos en muestras de suero
tomadas de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en
estadio 3;

La figura 4 muestra diagramas de caja que representan los niveles de STNFR2, medido en muestras de suero
tomadas de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en
estadio 3;

La Figura 5 muestra diagramas de caja que representan los niveles de IL-8 medidos en muestras de suero tomadas
de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en estadio
3

La Figura 6 muestra diagramas de caja que representan los niveles de EGF medidos en muestras de suero tomadas
de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en estadio
3

La Figura 7 muestra diagramas de caja que representan los niveles de creatinina medidos en muestras de suero
tomadas de controles sanos, pacientes que padecen ERC en estadio 1 o estadio 2 y pacientes que padecen ERC en
estadio 3;

La Figura 8 muestra los valores agregados de AUC obtenidos para discriminar sujetos control de pacientes con
enfermedad renal crénica en estadio 1, estadio 2 y estadio 3 para todas las combinaciones que incluyen cada
biomarcador;

La Figura 9 muestra los valores agregados de AUC obtenidos para discriminar pacientes con enfermedad renal
cronica en estadio 1 o estadio 2 de sujetos control para todas las combinaciones que incluyen cada biomarcador;
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La figura 10 muestra los valores agregados de AUC obtenidos para discriminar pacientes con enfermedad renal
cronica en estadio 3 de sujetos control para todas las combinaciones que incluyen cada biomarcador; y

La Figura 11 muestra los valores agregados de AUC obtenidos para la discriminacion total entre los tres grupos de
pacientes (control, estadio 1/2, estadio 3) para todas las combinaciones que incluyen cada biomarcador.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona un método para la deteccion de la enfermedad renal crénica determinando el
nivel de un biomarcador seleccionado a partir de MIP 1a en una muestra obtenida del paciente y comparando el
nivel con un control. Un nivel alterado del biomarcador en la muestra en comparacion con el control indica que el
paciente padece o esta en riesgo de desarrollar enfermedad renal.

El término "enfermedad renal" en el contexto de la presente invencion se entiende que significa afecciones o
enfermedades caracterizadas por una disminuciéon de la funcién renal en comparacion con pacientes sanos. La
enfermedad renal puede incluir enfermedad renal cronica (ERC), insuficiencia renal aguda (IRA), nefropatia
diabética, glomerulonefritis, glomeruloesclerosis focal, nefropatia por complejos inmunes o nefritis lUpica. La
enfermedad renal se puede causar por una lesion renal inducida por medicamentos o por el rechazo de un injerto
renal. La enfermedad renal se puede caracterizar como sindrome nefrético o insuficiencia renal.

La "cantidad" de un biomarcador se refiere a la cantidad, nivel de expresiéon o concentraciéon del biomarcador dentro
de la muestra. La cantidad de un biomarcador también se puede referir a la medicién del biomarcador expresada
como una proporcion o porcentaje de la cantidad de uno o mas analitos diferentes. La cantidad de uno o mas de
esos otros analitos puede permanecer constante en la mayoria de las muestras o condiciones. A modo de ejemplo,
los otros analitos podrian ser albumina, B-actina o proteinas totales de la matriz.

La cantidad de un biomarcador también se puede referir a la medicion de biomarcadores expresada como una
proporcidon o porcentaje de la cantidad de uno o mas analitos, donde se propone que la cantidad de uno o mas
analitos tenga algun significado bioquimico para la afeccion clinica de interés.

El término "sonda" se refiere a una molécula que es capaz de unirse especificamente a una molécula diana de
manera que la molécula diana se puede detectar como una consecuencia de dicha unién especifica. Las sondas que
se pueden utilizar en la presente invencion incluyen, por ejemplo, anticuerpos, aptameros y oligonucleétidos.

El término "anticuerpo" se refiere a una inmunoglobulina que reconoce especificamente un epitopo sobre una diana
como se determina por las caracteristicas de uniéon de los dominios variables de inmunoglobulina de las cadenas
pesada y ligera (VHS y VLS, por sus siglas en inglés), mas especificamente las regiones determinantes de
complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés). En la técnica se conocen muchas formas de anticuerpos
potenciales, que pueden incluir, pero no se limitan a, una pluralidad de anticuerpos monoclonales intactos o0 mezclas
policlonales que comprenden anticuerpos monoclonales intactos, fragmentos de anticuerpos (por ejemplo,
fragmentos Fab, Fan' ¥ Fy, anticuerpos lineales anticuerpos monocatenarios y anticuerpos multiespecificos que
comprenden fragmentos de anticuerpos), fragmentos variables monocatenarios (scF,S), anticuerpos
multiespecificos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y proteinas de fusion que comprenden los
dominios necesarios para el reconocimiento de un epitopo dado sobre una diana. Preferiblemente, las referencias a
anticuerpos en el contexto de la presente invencién se refieren a anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
también se pueden conjugar con varias etiquetas detectables para permitir la deteccion, que incluyen, pero no se
limitan a, radionucleidos, fluoréforos, colorantes o enzimas que incluyen, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante
y fosfatasa alcalina.

El término "aptamero" se refiere a una molécula de oligonucledtido o una molécula de polipéptido que se une
especificamente a una molécula diana. Los aptameros oligonucleotidicos pueden ser ribonucledtidos (ARN) o
desoxirribonucledtidos (ADN) y tipicamente consisten en cadenas cortas de oligonucleétidos. Los aptameros
polipeptidicos tipicamente consisten en dominios peptidicos cortos que pueden estar unidos a un extremo o a ambos
extremos de un andamio proteico.

El término "se une especificamente”, en el contexto de las interacciones anticuerpo-epitopo, se refiere a una
interaccion en donde el anticuerpo y el epitopo se asocian mas frecuentemente o rapidamente, o con mayor
duracion o afinidad, o con cualquier combinacién de los anteriores, que cuando cualquier anticuerpo o epitopo se
sustituye por una sustancia alternativa, por ejemplo, una proteina no relacionada. Generalmente, pero no
necesariamente, la referencia a la unién significa reconocimiento especifico. Ademas, se aprecia que un anticuerpo
puede reconocer mas de un antigeno especificamente. Las técnicas conocidas en la técnica para determinar la
union especifica de una diana con un anticuerpo monoclonal o la ausencia de la misma incluyen, pero no se limitan
a, analisis por FACS, tincién inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, transferencia Western/transferencia
puntiforme, ELISA, cromatografia de afinidad. A modo de ejemplo y sin limitacion, la uniéon especifica, o la ausencia
la misma, se puede determinar mediante analisis comparativo con un control que comprende el uso de un anticuerpo
que es conocido en la técnica para reconocer especificamente dicha diana y/o un control que comprende la
ausencia de reconocimiento especifico o reconocimiento especifico minimo de dicha diana (por ejemplo, en donde el
control comprende el uso de un anticuerpo no especifico). Dicho analisis comparativo puede ser cualitativo o
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cuantitativo. Se entiende, sin embargo, que se dice que un anticuerpo o una parte de union que demuestra un
reconocimiento especifico exclusivo de una diana dada tiene una especificidad mayor para dicha diana cuando se
compara con un anticuerpo que, por ejemplo, reconoce especificamente la diana y una proteina homaloga.

En el contexto de la presente invencion, se entiende por "valor de control" el nivel de un biomarcador particular, tal
como C3a desArg, IL-8, MIP 1a, ADPN, CD26, creatinina, PCR, CYSC, dimero D , EGF, ESEL, FABP1, GMCSF,
ICAM1, IFNy, IL10, IL15, IL1a, IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, LSEL, MCP1, MMP9, NGAL, NSE, PSEL, slL2q, sIL6R,
STNFR1, STNFR2, TNFa, VEGF o VCAM1 tipicamente encontrados en individuos sanos. El nivel de control de un
biomarcador se puede determinar mediante el analisis de una muestra aislada de un individuo sano o puede ser el
nivel del biomarcador que el experto en la materia entiende que es tipico para un individuo sano. El "valor de control"
puede ser un rango de valores considerados por el experto como un nivel normal para el biomarcador en un
individuo sano. El experto apreciaria que los valores de control para un biomarcador se puedan calcular por el
usuario analizando el nivel del biomarcador en una muestra de un individuo sano o mediante referencia a los valores
tipicos proporcionados por el fabricante del analisis utilizado para determinar el nivel del biomarcador en la muestra.

Preferiblemente, la muestra aislada del paciente es una muestra de suero, pero también puede ser sangre, plasma,
orina o saliva (particularmente con respecto a la creatinina salival). La determinacion del nivel de un biomarcador se
puede realizar en una o mas muestras del paciente. La muestra se puede obtener del paciente mediante métodos
utilizados rutinariamente en la técnica.

Los presentes autores han descubierto que la deteccidon de niveles alterados de un biomarcador seleccionado del
grupo que consiste en C3a desArg, IL-8, MIP 1a, ADPN, CD26, creatinina, PCR, CYSC, dimero D, EGF, ESEL,
FABP1, GMCSF , ICAM1, IFNy, IL10, IL15, IL1a, IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, LSEL, MCP1, MMP9, NGAL, NSE, PSEL,
slL2q, sIL6R, STNFR1, STNFR2, TNFa, VEGF y VCAM1 en muestras se pueden utilizar para identificar pacientes
que padecen ERC o para estadificar la progresion de la enfermedad. Por lo tanto, la presente invencion se puede
utilizar para diagnosticar ERC en fase temprana. En el contexto de la presente invencion, se entiende que "fase
temprana" significa cualquiera de los estadios primero o segundo de ERC como se define por la clasificacion
KDOAQI.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método para identificar pacientes que padecen ERC o
estadificar la progresion de ERC en un paciente que comprende medir la cantidad de un biomarcador en una
muestra obtenida del sujeto, y determinar si la cantidad del biomarcador esta alterada en comparacién con un
control normal, en donde el biomarcador es MIP 1a. El rango de valores de control de un biomarcador puede variar
dependiendo del perfil demografico de la poblacién y de la muestra que se ensaya. Por ejemplo, el rango de valores
de control de un individuo sano puede variar de una muestra de sangre en comparacion con una muestra de orina.
El experto puede determinar el umbral superior e inferior para una muestra dada y el perfil demografico del paciente
analizando muestras de una cohorte de pacientes para encontrar valores promedio. Los niveles de cada
biomarcador medido en pacientes control y en pacientes que padecen ERC se presentan en la Tabla 1 a
continuacion.

La presente descripcion también incluye un método para identificar pacientes en diversos estadios de ERC o
estadificar la progresion de ERC que comprende medir la cantidad de dos o mas biomarcadores en una o mas
muestras obtenidas del sujeto, y determinar si la cantidad de los biomarcadores esta alterada en comparacion con
un control normal, en donde los dos 0 mas biomarcadores se seleccionan del grupo que consiste en C3a desArg, IL-
8, MIP 1a, ADPN, CD26, creatinina, PCR, CYSC, dimero D, EGF, ESEL, FABP1, GMCSF , ICAM1, IFNy, IL10, IL15,
IL1a, IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, LSEL, MCP1, MMP9, NGAL, NSE, PSEL, slL2q, sIL6R, STNFR1, STNFR2, TNFaq,
VEGF y VCAM1.

La precision de un método de diagndstico se describe mejor por sus caracteristicas de funcionamiento del receptor
(ROC, por sus siglas en inglés) (Zweig, M. Fl., and Campbell, G., Clin. Chem. 39 (1993) 561-577). La grafica ROC es
un curva de todos los pares de sensibilidad/especificidad resultantes de la variacién continua del umbral de decisién
en todo el rango de datos observados. Una curva ROC representa la superposiciéon entre las dos distribuciones al
trazar la sensibilidad frente a 1 - especificidad para el rango completo de umbrales de decision. En el eje y esta la
sensibilidad, o la fraccion verdadera positiva definida como [(numero de resultados de ensayos verdaderos
positivos)/(niumero de resultados de ensayos verdaderos positivos + numero de resultados de ensayos falsos
negativos)]. Esto también se conoce como positividad en presencia de una enfermedad o afeccidon. Se calcula
Unicamente a partir del subgrupo afectado. En el eje x se encuentra la fraccion de falsos positivos, o 1 - especificidad
[definida como (numero de resultados falsos positivos)/(numero de resultados verdaderos negativos + numero de
resultados falsos positivos)]. Es un indice de especificidad y se calcula completamente a partir del subgrupo no
afectado. Debido a que las fracciones de verdadero y falso positivo se calculan por separado, utilizando los
resultados del ensayo de dos subgrupos diferentes, la curva ROC es independiente de la prevalencia de la
enfermedad en la muestra. Cada punto en la curva ROC representa un par de sensibilidad/especificidad
correspondiente a un umbral de decision particular. Un ensayo con discriminacion perfecta (sin solapamiento en las
dos distribuciones de resultados) tiene una curva ROC que pasa por la esquina superior izquierda, donde la fraccion
verdadera positiva es 1,0 0 100% (sensibilidad perfecta), y la fraccion falsa positiva es 0 (especificidad perfecta). La
curva tedrica para un ensayo sin discriminacion (distribuciones idénticas de resultados para los dos grupos) es una
linea diagonal de 45° desde la esquina inferior izquierda hasta la esquina superior derecha. La mayoria de las
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curvas caen entre estos dos extremos. Cualitativamente, cuanto mas cerca esté la curva de la esquina superior
izquierda, mayor sera la precision general del ensayo.

Un objetivo conveniente para cuantificar la precision diagnoéstica de una prueba de laboratorio es expresar su
rendimiento en un solo nimero. La medida global mas comun es el area bajo la curva (AUC) de la curva ROC. El
area bajo la curva ROC es una medida de la probabilidad de que la medicion percibida permitira la identificacion
correcta de una afeccion. Por convencion, este area siempre es = 0,5. Los valores oscilan entre 1,0 (separacion
perfecta de los valores de ensayo de los dos grupos) y 0,5 (sin aparente diferencia de distribucion entre los dos
grupos de valores de ensayo). El area no depende solo de una porcién particular de la curva, tal como el punto mas
cercano a la diagonal o la sensibilidad al 90% de especificidad, sino en toda la curva. Esta es una expresion
cuantitativa y descriptiva de cuan cerca esta la curva ROC de la perfecta (area = 1,0). En el contexto de la presente
invencion, la Tabla 2 presenta valores de AUC para biomarcadores individuales donde los niveles alterados de los
biomarcadores se utilizan para identificar pacientes que padecen ERC o para clasificar la progresion de ERC.

Cuando se utilizan dos o mas biomarcadores en la invencién, se puede obtener a partir de un modelo de
clasificacion por aprendizaje matematico o automatico adecuado, tal como una ecuacién de regresion logistica. El
experto en estadistica entendera como se obtiene a partir de dicho modelo adecuado, que puede incluir otras
variables, como la edad y el sexo del paciente. La curva ROC se puede utilizar para evaluar la precision del modelo,
y el modelo se puede utilizar de forma independiente o en un algoritmo para ayudar en la toma de decisiones
clinicas. Aunque una ecuacion de regresion logistica es un procedimiento matematico/estadistico comun utilizado en
tales casos y una opcion en el contexto de la presente invencion, también se pueden utilizar otros procedimientos
matematicos/estadisticos, arboles de decision o aprendizaje automatico. El experto apreciara que el modelo
generado para una poblacion determinada puede necesitar ajustarse para su aplicacion a conjuntos de datos
obtenidos de diferentes poblaciones o cohortes de pacientes.

Los presentes autores han encontrado ademas que la deteccidon de niveles alterados de combinaciones de dos o
mas biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en C3a desArg, IL-8, MIP 1a, ADPN, CD26, creatinina,
PCR, CYSC, dimero D, EGF, ESEL, FABP1, GMCSF, ICAM1, IFNy, IL10, IL15, IL1a, IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, LSEL,
MCP1, MMP9, NGAL, NSE, PSEL, slL2q, sIL6R, STNFR1, STNFR2, TNFa, VEGF y VCAM1 se pueden utilizar para
identificar pacientes que padecen ERC o para estadificar la progresion de la enfermedad. La Tabla 3 presenta los
valores de AUC para combinaciones de dos o mas biomarcadores donde los niveles alterados de los biomarcadores
se utilizan para identificar pacientes que padecen ERC o para estadificar la progresion de ERC, y donde los valores
de AUC para la combinacion de biomarcadores es mayor que cualquiera de los biomarcadores individuales solos.

La presente descripcion también proporciona un método para respaldar la decisiéon de efectuar una intervencion
terapéutica en un paciente con sospecha de enfermedad renal que comprende medir la cantidad de un biomarcador
en una muestra obtenida del sujeto, y determinar si la cantidad del biomarcador esta alterada en comparacién con
un control normal, en donde el biomarcador se selecciona del grupo que consiste en C3a desArg, IL-8, MIP 1q,
ADPN, CD26, Creatinina, PCR, CYSC, dimero D, EGF, ESEL, FABP1, GMCSF, ICAM1, IFNy , IL10, IL15, IL1a,
IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, LSEL, MCP1, MMP9, NGAL, NSE, PSEL, slL2a, sIL6R, STNFR1, STNFR2, TNFa, VEGF y
VCAM1, y dependiendo de la cantidad de biomarcador medido declinar o realizar una intervencion terapéutica.

La decisién de efectuar una intervencion terapéutica sera realizada por un médico, y dicha intervencion estara
disefiada para combatir la enfermedad renal. Dicha intervencion terapéutica puede incluir una o mas de terapia de
células madre adultas, terapia de trasplante, didlisis, control de la dieta, ejercicio o terapia con medicamentos. El
tratamiento farmacolégico se puede seleccionar del grupo que consiste en: un diurético, un inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina, un antagonista del receptor de angiotensina Il, un antagonista beta-adrenérgico, un
anagonista alfa-adrenérgico, un antagonista del calcio, una estatina, eritropoyetina, vitamina D, vitamina C, vitamina
B, acido folico, un hipouricemiante, un aglutinante de fosfato, una resina de unién de potasio, un inmunosupresor y
un suplemento de calcio.

La etapa de medicion del biomarcador se puede reemplazar por la medida de un complejo inmune formado al afiadir
a la muestra del paciente un anticuerpo capaz de unirse especificamente al biomarcador. La unién del anticuerpo al
biomarcador forma un complejo inmune que luego se puede detectar y medir utilizando técnicas estandar conocidas
en la técnica.

La Tabla 1 presenta los niveles de cada biomarcador medidos en suero. Para evitar dudas, un nivel de expresion
aumentado (cuando se compara con un control sano no enfermo) de C3a desArg, IL-8, MIP 1a, ADPN, CD26, PCR,
CYSC, dimero D, EGF, ESEL, FABP1, ICAM1, IL10, IL1B, IL5, IL6, MCP1, MMP9, NGAL, PSEL, slL2a, STNFR1,
STNFR2, TNFa, VEGF o VCAM1 indican la presencia o el riesgo de enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio
2. Un nivel de expresion aumentado (cuando se compara con un control sano no enfermo o un paciente con
enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2) de C3a desArg, IL-8, MIP 1a, ADPN, CD26, creatinina, PCR,
CYSC, dimero D , EGF, ESEL, FABP1, GMCSF, ICAM1, IL10, IL15, IL1B, IL5, IL6, MCP1, MMP9, NGAL, PSEL,
slL2a, STNFR1, STNFR2, TNFa, VEGF o VCAM1 indican la presencia o el riesgo de enfermedad renal crénica en
estadio 3. Un nivel de expresion reducido (en comparacién con un control sano no enfermo) de creatinina, 1L4, LSEL
o NSE indica la presencia o el riesgo de enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2. Un nivel de expresion
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reducido (en comparacion con un control sano no enfermo o un paciente con enfermedad renal cronica en estadio 1
o estadio 2) de IL1q, IL4 o NSE indica la presencia o el riesgo de enfermedad renal crénica en estadio 3.

La Tabla 2 presenta valores de AUC para biomarcadores individuales donde los niveles alterados de los
biomarcadores se utilizan para identificar pacientes que padecen ERC o para clasificar la progresion de ERC. Los
datos indican valores de AUC para el uso de biomarcadores individuales para discriminar entre sujetos control sanos
y pacientes con enfermedad renal crénica (control frente a ERC), entre sujetos control sanos y pacientes con
enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2 (control frente a estadio 1/2), entre sujetos control sanos y
pacientes con enfermedad renal crénica en estadio 3 (control frente a estadio 3) y entre sujetos control sanos,
pacientes con enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2 y pacientes con enfermedad renal crénica en
estadio 3 (total).

La Tabla 3 presenta valores de AUC para combinaciones de dos o mas biomarcadores donde los niveles alterados
de los biomarcadores se utilizan para identificar pacientes que padecen ERC o para estadificar la progresion de
ERC. Los datos indican valores de AUC para combinaciones de biomarcadores utilizados para discriminar entre
sujetos control sanos y pacientes con enfermedad renal cronica (control frente a ERC), entre sujetos control sanos y
pacientes con enfermedad renal cronica en estadio 1 o estadio 2 (control frente a estadio 1/2), entre sujetos control
sanos y pacientes con enfermedad renal crénica en estadio 3 (control frente a estadio 3) y entre sujetos control
sanos, pacientes con enfermedad renal crénica en estadio 1 o estadio 2 y pacientes con enfermedad renal crénica
en estadio 3 (total).
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Tabla 2

Valores de AUC calculados para niveles alterados de biomarcadores individuales en el
diagnéstico y la estadificacion de ERC

Biomarcador Control vs ERC Control vs Control vs Total
Estadio 1/2 Estadio 3

C3aDA 0,96 0,976 0,932 0,817
CD26 0,583 0,634 0,496 0,585
Creatinine 0,613 0,57 0,926 0,81

CRP 0,643 0,622 0,701 0,636
DDMER 0,763 0,738 0,828 0,734
NSE 0,725 0,715 0,752 0,682
NGAL 0,636 0,56 0,839 0,726
VCAM1 0,697 0,659 0,788 0,697
ICAMA1 0,664 0,645 0,711 0,65
ESEL 0,595 0,602 0,578 0,568
PSEL 0,694 0,697 0,687 0,628
LSEL 0,583 0,58 0,588 0,556
IL5 0,497 0,496 0,499 0,497
IL15 0,508 0,553 0,633 0,631
GMCSF 0,532 0,578 0,562 0,588
MIP1A 0,86 0,836 0,91 0,802
slL2a 0,59 0,53 0,749 0,657
slL6R 0,521 0,544 0,541 0,559
STNFR1 0,863 0,815 0,989 0,886
STNFR2 0,866 0,841 0,931 0,843
MMP9 0,747 0,745 0,752 0,674
IL2 0,495 0,498 0,486 0,491
IL4 0,488 0,474 0,526 0,52

IL6 0,765 0,731 0,853 0,747
IL8 0,929 0,925 0,939 0,79

IL10 0,589 0,57 0,637 0,586
VEGF 0,596 0,594 0,602 0,565
IFNG 0,533 0,539 0,515 0,526
TNFA 0,605 0,534 0,793 0,685
IL1A 0,479 0,487 0,458 0,488
IL1B 0,631 0,626 0,645 0,587
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Valores de AUC calculados para niveles alterados de biomarcadores individuales en el
diagnéstico y la estadificacion de ERC

Biomarcador Control vs ERC Control vs Control vs Total
Estadio 1/2 Estadio 3

MCP1 0,571 0,563 0,593 0,564

EGF 0,868 0,87 0,865 0,742

ADPN 0,52 0,547 0,647 0,621

CYsC 0,727 0,691 0,947 0,827

FABP1 0,655 0,624 0,734 /

12
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Tabla 3
.Valores de AUC calculados para niveles alterados de combinaciones de dos o mas biomarcadores en
el diagndstico y la estadificacion de ERC
Controlvs | Controlvs | Control vs Total Numero
ERC Estadio 1/2 | Estadio 3

C3aDA, CYSC, PCR 0,985 0,979 1 0,859 106
C3aDA,GMCSF 0,992 0,992 0,992 0,84 108
C3aDA,IL5 0,992 0,991 0,995 0,84 104
C3aDAMIP1A 0,998 1 0,995 0,833 108
C3aDA,GMCSF,CYSC 1 1 1 0,884 97
C3aDA,PSEL,GMCSF 1 1 1 0,878 108
C3aDA,PSEL,IL5 0,988 0,985 0,995 0,906 104
C3aDAMIP1 A,CYSC 1 1 1 0,873 97
C3aDA,GMCSF,IL6 0,994 0,995 0,992 0,89 108
C3aDA,ESEL,MIP1A 1 1 1 0,865 108
C3aDA,GMCSF,IL4 0,995 0,995 0,995 0,879 108
C3aDA, Creatinine, IL2 0,994 0,991 1 0,877 159
C3aDA,NGAL,PSEL,IL5 0,999 1 0,997 0,912 104
C3aDA,NGAL,PSEL,GMCSF 1 1 1 0,899 108
C3aDA,GMCSF,MIP1 A,CYSC 1 1 1 0,897 97
C3aDA,IL5,IFNG,CYSC 1 1 1 0,892 93
C3aDA,DDMER,IL5,CYSC 1 1 1 0,891 93
C3aDA,NGAL,PSEL,IL15 0,993 0,992 0,995 0,911 108
C3aDA,MIP1 A, TNFA,CYSC 1 1 1 0,889 97
C3aDA,ICAM1,IL5,IL1A 0,987 0,981 1 0,921 104
MIP1A, IL8,IL1B,CYSC 0,995 0,994 1 0,89 121
VCAM1,IL15,IL8,CYSC 1 1 1 0,862 121
VCAM1,MIP1A,IL8,CYSC 1 1 1 0,861 121
NSE,MIP1A,IL8,CYSC 1 1 1 0,807 121
NSE,VCAM1,MIP1A,IL8 0,999 1 0,999 0,87 191
FABP1, IL8, MIP1A, DDMER 0,985 0,978 1 0,831 114
FABP1 ,IL8,MIP1A,NGAL 0,991 0,986 1 0,822 114
FABP1 ,IL8,MIP1A EGF 0,977 0,969 0,996 0,818 114

La estratificacién de pacientes en uno de los estadios de ERC es util para evaluar si un paciente se beneficiaria de
un tipo de tratamiento en comparacion con otro y también para monitorizar si un tratamiento es exitoso. La
estratificacion de pacientes también ayuda a determinar el pronéstico del paciente, lo que permite los requisitos de
atencion en el futuro.
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Los métodos de la presente invencion pueden utilizar métodos para determinar el nivel de IL-8, MIP 1a, CYSC,
dimero D, EGF, FABP1, IL1B, NGAL, NSE, STNFR1, STNFR2 o VCAM1 conocidos en la técnica, tales como
métodos basados en la determinacion de proteinas enzimaticas y/o quimicas o analisis inmunologicos. Los analisis
inmunoldégicos para determinar el nivel de IL-8, MIP 1a, CYSC, dimero D, EGF, FABP1, IL1B3, NGAL, NSE, STNFR1,
STNFR2 o VCAM1 se pueden realizar en una variedad de formatos de ensayo, que incluyen ensayos tipo sandwich,
p. €j. (ELISA), ensayos de competicion (RIA competitivo), inmunoensayos de puente, inmunohistoquimica (IHC, por
sus siglas en inglés) e inmunocitoquimica (ICC, por sus siglas en inglés). Los métodos para determinar el nivel de IL-
8, MIP 1a, CYSC, dimero D, EGF, FABP1, IL1B, NGAL, NSE, STNFR1, STNFR2 o VCAM1 incluyen el contacto de
una muestra de paciente con anticuerpos que se unen a IL-8, MIP 1a, CYSC, dimero D, EGF, FABP1, IL13, NGAL,
NSE, STNFR1, STNFR2 o VCAM1 y la deteccion de la unién. Los anticuerpos que tienen especificidad por IL-8, MIP
1a, CYSC, dimero D, EGF, FABP1, IL1B, NGAL, NSE, STNFR1, STNFR2 o VCAM1 se pueden inmovilizar en un
material de soporte utilizando métodos convencionales. La unién de IL-8, MIP 1a, CYSC, dimero D, EGF, FABP1,
IL18, NGAL, NSE, STNFR1, STNFR2 o VCAM1 a los anticuerpos en el soporte se puede detectar utilizando
anticuerpos adicionales que tengan especificidad o reactividad (que pueden ser para el biomarcador u otro analito
discriminante) para IL-8, MIP 1a, CYSC, dimero D, EGF, FABP1, IL13, NGAL, NSE, STNFR1, STNFR2 o VCAM1 o
utilizando métodos fisicos tal como la resonancia de plasmones superficiales (Biacore Int, Suecia).

Preferiblemente, se puede utilizar un dispositivo en estado sélido para determinar el nivel de biomarcadores
seleccionados seleccionados de los grupos que consisten en MIP 1a, IL8, IL1B y CYSC; o VCAM1, MIP 1aq, IL8 y
CYSC; o NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero
D, NGAL y MIP 1a en la muestra aislada del paciente. El dispositivo en estado sélido comprende un sustrato que
tiene una superficie activada sobre la cual se aplican los anticuerpos a MIP 1q, IL8, IL1B y CYSC; o VCAM1, MIP 1q,
IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2,
dimero D, NGAL y MIP 1a a areas discretas de la superficie activada. Preferiblemente, el dispositivo en estado
solido puede realizar analisis de multiples analitos tales que el nivel de MIP 1q, IL8, IL18 y CYSC; o VCAM1, MIP 1q,
IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2,
dimero D, NGAL y MIP 1a en una muestra aislada del paciente se puede determinar simultdneamente con el nivel
de cualquier otro de C3a desArg, IL-8, MIP 1a, ADPN, CD26 , creatinina, PCR, CYSC, dimero D, EGF, ESEL,
FABP1, GMCSF, ICAM1, IFNy, IL10, IL15, IL1q, IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, LFABP, LSEL, MCP1, MMP9, NGAL, NSE,
PSEL, slL2a, SIL6R, STNFR1, STNFR2, TNFa, VEGF o VCAM1 en la muestra. En esta realizacion, el dispositivo en
estado solido tiene una multiplicidad de sitios de reacciéon discretos que llevan cada uno un anticuerpo deseado
unido covalentemente al sustrato, y en el que la superficie del sustrato entre los sitios de reaccién es inerte con
respecto al biomarcador diana. El dispositivo multianalito en estado sélido utilizado en la presente invencién puede
por lo tanto exhibir poca o ninguna unién no especifica.

Un dispositivo que se puede utilizar en la invencién se puede preparar activando la superficie de un sustrato
adecuado y aplicando una matriz de anticuerpos en sitios discretos sobre la superficie. Los sustratos adecuados se
producen a partir de cualquier material inerte tal como plasticos, ceramicas o vidrio. Si se desea, las otras areas
activas pueden estar bloqueadas. Los ligandos se pueden unir al sustrato a través de un conector, p. ej. mediante
union covalente. En particular, se prefiere que la superficie activada se haga reaccionar sucesivamente con un
organosilano, un conector bifuncional y el anticuerpo. El dispositivo en estado sdlido utilizado en los métodos de la
presente invencion se puede fabricar segun el método descrito en, por ejemplo, GB-A-2324866. Preferiblemente, el
dispositivo en estado solido utilizado en los métodos de la presente invencién es un biochip que forma parte del
sistema de tecnologia de matrices y biochips (BAT, por sus siglas en inglés) (disponible en Randox Laboratories
Limited).

El dispositivo en estado sdlido utilizado en el método de la presente invencién comprende anticuerpos contra MIP
1q, IL8, IL18 y CYSC; o VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o
EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a. Preferiblemente, los anticuerpos son especificos
para los marcadores indicados y exhiben una reactividad cruzada de menos de 0,5%, preferiblemente menos de
0,1%, para otros antigenos. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. El dispositivo en estado
sélido utilizado en el método de la presente invencién se puede procesar empleando analizadores de BAT de
Randox.

La presente invencion proporciona ademas analisis para medir la cantidad de biomarcadores en una muestra
obtenida del sujeto, en donde los biomarcadores se seleccionan de los grupos que consisten en MIP 1a, IL8, IL1B y
CYSC; o VCAM1, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1,
IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a. Los analisis de la invencion se pueden utilizar para medir los
niveles de combinaciones de tres, cuatro, cinco, seis, siete 0 mas de estos biomarcadores en una muestra. Tales
analisis se pueden llevar a cabo utilizando los dispositivos de estado sdlido de la invencion, y se pueden utilizar en
los métodos de la invencion.

Los métodos de la presente invencién se pueden utilizar para monitorizar a un paciente postoperatorio para evaluar
el riesgo de que desarrolle complicaciones renales. Especificamente, se puede obtener una muestra de un paciente
a intervalos dados postoperatorios y el nivel de uno cualquira o0 mas biomarcadores seleccionados del grupo que
consiste en MIP 1q, IL8, IL1B y CYSC; o VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1,
MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a en la muestra determinada. Una
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evaluacion del nivel de uno cualquiera o mas biomarcadores seleccionados del grupo que consiste en MIP 1a, IL8,
IL1B y CYSC; o VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF,
FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a durante un periodo particular, le proporciona al
especialista una indicacion de si el paciente esta padeciendo ERC en fase temprana y se puede tomar la
intervencion médica en consecuencia.

Ejemplo

Se tomaron muestras de suero de 376 pacientes que padecian enfermedad renal crénica y 211 controles sanos por
medio de puncién venosa en un método conocido en la técnica y se almacenaron a -80°C hasta que estuvieron listas
para su uso. La ERC de los pacientes se estadifico utilizando las guias KDOQI, y los pacientes que padecian ERC
en estadio 1 y estadio 2 se combinaron para el proposito de este analisis como representativos de la enfermedad
renal temprana que no se determina facilmente mediante métodos convencionales basados en biomarcadores.

La muestra se compone de:

o 587 muestras de suero en total

° 271 pacientes con ERC en estadio 1/2
° 105 pacientes con ERC en estadio 3
o 211 controles de donantes

Para determinar los niveles de biomarcadores en la muestra, se emplearon inmunoensayos que utilizan la tecnologia
de matrices y biochips (BAT), con la excepcion de la mediciéon de creatinina. La creatinina se midié utilizando un
analisis quimico clinico comercialmente disponible (nimero de producto CR3814, Randox Laboratories), y las
muestras se analizaron en el RX Daytona (disponible en Randox Laboratories).

Descripcion del protocolo

Los datos se dieron a conocer en las unidades respectivas del analisis y no se utilizaron técnicas de normalizacion
antes del analisis. Los datos se analizaron primero a través de ensayos convencionales no paramétricos
univariantes. La Tabla 1 da a conocer la mediana y el percentil de 5 a 95 de cada analito estudiado. La significancia
se determino utilizando mann-whitney con correccion de bonferroni para comparaciones multiples (control frente a
estadio 1/2, control frente a estadio 3, estadio 1/2 frente a estadio 3). El andlisis de las caracteristicas de
funcionamiento del receptor (ROC) también se realizé sobre estos datos y el area bajo la curva determinada para la
identificacion de; todos los pacientes con ERC (estadio 1/2/3) frente a controles sanos, estadio 1/2 frente a controles
sanos, estadio 3 frente a controles sanos y para diferenciar entre los controles sanos, estadio 1/2 y estadio 3 (total).
Estos valores AUC se representan en la tabla 2.

Con el fin de determinar si las posibles combinaciones de marcadores pueden haber mejorado el rendimiento de
diagndstico y estratificacion, se emplearon dos métodos. El primero fue el uso de la regresion logistica, donde se
utilizd un subconjunto de la cohorte para desarrollar un modelo para distinguir a los pacientes con ERC de los
controles sanos. La entrada hacia atras se utilizé para seleccionar las variables éptimas requeridas. Este modelo se
validé después en un subconjunto de validacion, la probabilidad pronosticada de ERC se calculd utilizando la
ecuacion de regresion logistica y después se realizo el analisis ROC.

El segundo método se llevd a cabo para examinar completamente el valor de combinar estos biomarcadores para
mejorar el rendimiento diagndstico y la estratificacion de la enfermedad, se cultivaron bosques aleatorios utilizando
un subconjunto seleccionado aleatoriamente de los datos para todas las posibles combinaciones de biomarcadores
simples, dobles, triples y cuadruples. En total, se generaron 66.675 modelos y el AUC se calculé a partir de un
subconjunto de validacién por separado. Se agregaron los AUC para todas las combinaciones que contienen cada
valor y los marcadores cuyo AUC promedio agregado fueron los mas altos se consideraron como los marcadores
mas importantes. En este, C3a desArg mostré tener el mejor rendimiento en casi cualquier combinacion y estuvo
presente en el 78% de los modelos de mayor rendimiento. La Tabla 3 representa los AUC de algunas
combinaciones para discriminar la ERC y diferenciar el estadio de la enfermedad.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar la enfermedad renal cronica en un sujeto, que comprende medir la cantidad de un
biomarcador en una muestra obtenida del sujeto, y determinar si la cantidad del biomarcador esta alterada en
comparacién con un control normal, en donde el biomarcador es MIP 1a.

2. Un método para determinar la eficacia de un tratamiento para la enfermedad renal crénica, que comprende
medir la cantidad de biomarcadores seleccionados en una muestra obtenida de un sujeto que recibe dicho
tratamiento, en donde los biomarcadores son MIP 1a, IL8, IL18 y CYSC; o VCAM1, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE,
MIP 1q, IL8 y CYSC; o NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP
1a, y comparar el nivel de los biomarcadores con el de una muestra de un control no tratado para determinar si el
tratamiento ha tenido el efecto de alterar el nivel de biomarcador , o

una reduccién o mantenimiento en el estadio de la enfermedad renal crénica o una ralentizacion de la progresion a
través de los estadios de la enfermedad renal crénica después del tratamiento indica que el tratamiento ha sido
exitoso.

3. Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad renal crénica es la enfermedad renal
cronica en estadio 1 o estadio 2.

4. Un método segun la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad renal crénica es la enfermedad renal
cronica en estadio 3.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la muestra es orina,
sangre, plasma, suero o saliva, preferiblemente en donde la muestra es plasma o suero.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la cantidad del biomarcador en la
muestra se mide mediante la unién de un anticuerpo de captura especifico para el biomarcador.

7. Un método segun la reivindicaciéon 6, en donde la medicion del biomarcador incorpora un
anticuerpo adicional que se etiqueta de forma detectable, preferiblemente en donde la etiqueta es
peroxidasa de rabano picante.

8. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la cantidad del biomarcador en la
muestra se mide utilizando tecnologia de matrices y biochips.

9. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3 a 8, en donde se miden los niveles de MIP 1q,
IL8, IL1B y CYSC; o

en donde se miden los niveles de VCAM1, MIP 1q, IL8 y CYSC; o

en donde se miden los niveles de NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o

en donde se miden los niveles de NSE, VCAM1, MIP 1a e IL8; o

en donde se miden los niveles de EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a.

10. Uso de un kit para la deteccién de la enfermedad renal créonica en un método segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, comprendiendo el kit una sonda que se une especificamente a dicho biomarcador.

11. Un dispositivo en estado solido que comprende un sustrato que comprende anticuerpos que se unen
especificamente a MIP 1aq, IL8, IL13 y CYSC; o VCAM1, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE, MIP 1a, IL8 y CYSC; o NSE,
VCAM1, MIP 1a e IL8; o EGF, FABP1, IL8, sTNFR1, sTNFR2, dimero D, NGAL y MIP 1a.

12. Un dispositivo en estado sdlido segun la reivindicacion 11, en donde los anticuerpos son anticuerpos
monoclonales.

13. El uso de un dispositivo en estado solido segun la reivindicacion 11 o la reivindicacién 12, para detectar
enfermedad renal cronica en un sujeto.

14. Uso de un dispositivo en estado sdlido segun la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12, para detectar la
enfermedad renal cronica en estadio 1 o estadio 2, o enfermedad renal cronica en estadio 3.
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Figura 8

AUC para combinaciones que contienen cada factor
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Figura 9

AUC para combinaciones que contienen cada factor
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Figura 10
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Figura 11

AUC para combinaciones que contienen cada factor
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