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DESCRIPCION
Biomarcador de rehospitalizacion tras insuficiencia cardiaca
Sector de la técnica

La invencién se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es susceptible de ser
hospitalizado nuevamente por la misma enfermedad, en donde dicho método comprende medir la concentracion de
IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia cardiaca.

Estado de la técnica

La prevalencia de la insuficiencia cardiaca (IC) esta creciendo debido al envejecimiento y a los factores de riesgo
cardiovascular en la poblacidon general [Delahaye, F. et al., 2001]. El diagndstico de la IC sigue siendo demasiado
complicado debido a la presentacion atipica y a la necesidad de acceso a atencion especializada. Para ayudar a los
profesionales sanitarios a diagnosticar la insuficiencia cardiaca, se han propuesto biomarcadores de IC en sangre,
tales como los péptidos natriuréticos (NP). Sin embargo, los NP tienen limitaciones que sostienen la necesidad de
biomarcadores mas especificos y mas precisos que permitan la realizacion de examenes de IC a gran escala.
Ademas, el 30% de los pacientes ingresados en las unidades de urgencias por disnea aguda tienen una
concentracion de péptidos natriuréticos cerebrales (BNP) en una "zona gris" que no permite el diagnostico. En estos
casos, el diagndstico de la IC requerira examenes costosos y lentos. Sin embargo, se reconoce que un diagnostico
rapido y una atencion médica temprana del paciente tienen un impacto positivo en la salud del paciente y también
reducen el coste del tratamiento.

Se ha divulgado que el aumento del nivel de IGFBP2 es un factor de prediccion de la mortalidad por todas las
causas y cardiovascular en pacientes con diabetes de tipo 2 (Ram Prakash Narayanan et al.: "IGF binding protein-2
is associated with all-cause and cardiovascular mortality in type 2 diabetes”, 18 de marzo de 2013 (18/03/2013).

Hassfeld et al., divulgan que puede usarse IGFBP2 como biomarcador para la cardiomiopatia ("Insulin-like growth
factor binding proteins 2 and 3 are independent predictors of a poor prognosis in patients with dilated
cardiomyopathy", vol. 93, n.° 3, 1 de marzo de 2007 (01/03/2007)).

Shweta R. Motiwala et al. han escrito que puede usarse IGFBP2 como biomarcador para muerte/infarto de miocardio
("Using Biomarkers to "Guide" Heart Failure Management", Cardiology in review, vol. 21, n.° 3, 1 de enero de 2013
(01/01/2013)).

El documento W02014/023820 describe el uso de IGFBP2 para el diagndstico de insuficiencia cardiaca.

También se ha demostrado que los niveles de IGFBP-1 predijeron de manera consistente la IC entre los
supervivientes de un primer infarto agudo de miocardio y podrian ser predictivos en una poblacion libre de infarto
agudo de miocardio diagnosticado clinicamente anterior (Jansky et al., "Insulin like growth factor binding protein-1 is
a long-term predictor of heart failure in survivors of a first acute myocardial infarction and population controls.
International Journal of Cardiology 138 (2010) 50-55).

Sin embargo, nunca se ha descrito el uso de IGFBP2 como biomarcador para la rehospitalizacién de pacientes ya
hospitalizados por una insuficiencia cardiaca.

Un alta hospitalaria segura del paciente hospitalizado por insuficiencia cardiaca es un desafio muy importante. Para
evitar un riesgo vital para el paciente, es esencial evaluar cuidadosamente el estado clinico del paciente a través del
examen clinico, pero también con el apoyo de parametros biolégicos objetivos. Ademas, una reingreso hospitalario
debido a una estimacion optimista del prondstico del paciente puede causar problemas financieros importantes al
hospital de estar en los Estados Unidos a través de una sancién determinada mediante un calculo de un indice de
reingreso excesivo para la insuficiencia cardiaca (Hospital Readmission Reduction Program of the social security:
http://www.cms.gov/Medicare/Medicare-Fee-for-Service Payment/AcutelnpatientPPS/Readmissions-Reduction-
Program.html).

Por lo tanto, Es de interés tener un biomarcador bioldgico objetivo de rehospitalizacién después de una insuficiencia
cardiaca.

Objeto de la invencidn
Los inventores han iniciado un estudio prospectivo con pacientes con insuficiencia cardiaca (IC) de tres hospitales
afiliados a universidades en el area metropolitana de Atlanta. El analisis de una sola variable revelé una asociacién

de IGFBP2 con el reingreso de pacientes por insuficiencia cardiaca.

Por lo tanto, la invencion se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es
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susceptible de ser hospitalizado nuevamente por la misma enfermedad, en donde dicho método comprende medir la
concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia cardiaca.

Descripciéon detallada de la invencién
Método para la estimacioén del riesgo de rehospitalizacion

La invencion se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es susceptible de ser
hospitalizado nuevamente por la misma enfermedad, en donde dicho método comprende medir la concentracion de
IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia cardiaca.

En una realizacion, la invencion se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es
susceptible de ser rehospitalizado (tasa de rehospitalizacién), en donde dicho método comprende medir la
concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia cardiaca.

En una realizacién particular, dicho método comprende adicionalmente las etapas de:

(i) medir la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia
cardiaca,

(i) comparar la concentracion de IGFBP2 medida en la etapa (i) con un valor umbral derivado de la
concentracién de IGFBP2 en muestras que se han obtenido de pacientes que se encuentran en estadios
particulares de la insuficiencia cardiaca y/o con un valor umbral derivado de la concentracion de IGFBP2 en
muestras obtenidas de pacientes sanos.

En una realizacion, el valor umbral corresponde a la concentracion del segundo cuartil (mediana) en muestras que
se han obtenido de pacientes con insuficiencia cardiaca crénica. Este valor umbral se encuentra entre el valor
mediano del paciente que no fue hospitalizado y el valor mediano del paciente que fue hospitalizado u hospitalizado
nuevamente.

La invencion también se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es susceptible
de ser hospitalizado nuevamente por la misma enfermedad que comprende las etapas que consisten en i)
determinar la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente; y ii) comparar dicha
concentracion con el valor umbral.

Como se usa en el presente documento, la expresion "paciente con insuficiencia cardiaca" indica un paciente que
sufre insuficiencia cardiaca y que esta hospitalizado o que ha sido hospitalizado por una insuficiencia cardiaca en
cualquier estadio. La expresiéon "paciente con insuficiencia cardiaca" también indica un paciente que ha sido
hospitalizado por insuficiencia cardiaca en el pasado.

Como se usa en el presente documento, el término "rehospitalizado" indica un paciente que ha sido hospitalizado
por una insuficiencia cardiaca y que nuevamente esta hospitalizado. En este contexto, el paciente es hospitalizado
nuevamente por la misma enfermedad. Dicho de otra forma, el término "rehospitalizado" indica una hospitalizacion
adicional debido a la insuficiencia cardiaca.

En una realizacion, la insuficiencia cardiaca puede ser una insuficiencia cardiaca asintomatica, una insuficiencia
cardiaca cronica o una insuficiencia cardiaca aguda.

Normalmente, la muestra de acuerdo con la invencién puede ser una muestra de sangre, plasma, suero o linfa. En
una realizacion particular, dicha muestra es de sangre o plasma.

Como se usa en el presente documento, el término "IGFBP2" para "proteina de unién al factor de crecimiento
insulinico 2" indica una proteina que sirve como proteina portadora para el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF 1) o
factor de crecimiento insulinico 2 (IGF 1l). Como se usa en el presente documento, el término "IGFBP2" también
indica fragmentos de IGFBP2. Como se usa en el presente documento, la expresion "fragmentos de IGFBP2" indica
péptidos mas cortos que se convierten por la hidrélisis quimica o bioquimica de IGFBP2.

Como se usa en el presente documento, la expresion "insuficiencia cardiaca" indica la incapacidad del corazon para
suministrar suficiente flujo de sangre para satisfacer las necesidades del cuerpo y esta patologia esta bien descrita
en la practica de la medicina. Este término abarca insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia cardiaca aguda.

Como se usa en el presente documento, la expresion "insuficiencia cardiaca crénica" denota una situacion a largo
plazo, normalmente con una sintomatologia estable tratada.

Como se usa en el presente documento, el término "insuficiencia cardiaca aguda" indica la insuficiencia cardiaca de
aparicion repentina, asi como la insuficiencia cardiaca aguda "exacerbada" o "descompensada”, que se refiere a
episodios en los que un paciente con insuficiencia cardiaca cronica conocida o sin insuficiencia cardiaca crénica
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presenta sintomas de empeoramiento repentino y requiere hospitalizacion. Las complicaciones comunes debidas a
la insuficiencia cardiaca aguda incluyen, pero sin limitacion, disnea por congestién pulmonar o choque cardiogénico
por bajo gasto cardiaco, facil fatigabilidad (intolerancia al ejercicio), edema periférico, anasarca (pronunciado edema
generalizado), hipotension, sincope, oliguria o anuria, hiperpotasemia.

Un paciente con insuficiencia cardiaca se clasifica segun una graduacion internacional, a saber, la clasificacion
funcional de la New York Heart Association (NYHA). La clasificacién funcional de insuficiencia cardiaca
generalmente la realiza mediante Clasificacion Funcional de la New York Heart Association (Criteria Committee, New
York Heart Association. Diseases of the heart and blood vessels). Nomenclature and criteria for diagnosis, 6.2 ed.
Boston: Little, Brown et al., 1964;114). Esta clasificacion clasifica la gravedad de la insuficiencia cardiaca en 4 clases
(I-IV).

Un paciente con enfermedad cardiaca pero que no produce limitaciéon de la actividad fisica se clasifica como una
clase | de la NYHA. La actividad fisica ordinaria no causa fatiga indebida, palpitaciones, disnea o dolor anginoso. Un
paciente asintomatico se clasifica como una clase | de NYHA.

Un paciente con enfermedad cardiaca que produce una ligera limitaciéon de la actividad fisica se clasifica como una
clase Il de la NYHA. La actividad fisica ordinaria da como resultado fatiga, palpitaciones, disnea o dolor anginoso. Se
sienten comodos en reposo.

Un paciente con enfermedad cardiaca que produce una marcada limitacion de la actividad fisica se clasifica como
una clase lll de la NYHA. Una actividad menor de la habitual provoca fatiga, palpitaciones, disnea o dolor anginoso.
Se sienten comodos en reposo.

Un paciente con enfermedad cardiaca que no pueda realizar ninguna actividad fisica sin molestias se clasifica como
una clase IV de la NYHA. Los sintomas de insuficiencia cardiaca o del sindrome de angina pueden estar presentes
incluso en reposo. Si se realiza alguna actividad fisica, la incomodidad aumenta.

El término "detectar" o "determinar"”, como se ha usado anteriormente, incluye la deteccion cualitativa y/o cuantitativa
(niveles de medicion) con o sin referencia a un control. Tipicamente, las concentraciones de IGFBP2 se pueden
medir, por ejemplo, mediante la técnica de electroforesis capilar-espectroscopia de masas (EC-EM), otras técnicas
de espectrometria de masas o ELISA realizadas en la muestra.

Preferentemente, la invencién se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es
susceptible de ser hospitalizado nuevamente por la misma enfermedad que comprende una etapa a) que consiste en
medir la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia cardiaca.
Preferentemente, el método de la invencion comprende ademads una etapa de comparar la concentracién de IGFBP2
obtenida en la etapa a) con un nivel umbral.

El "control" puede ser un sujeto sano, es decir, un sujeto que no sufre de ninguna insuficiencia cardiaca. El control
también puede ser un sujeto que padece insuficiencia cardiaca. Preferentemente, dicho control es un sujeto sano.

La deteccion de la concentracion de IGFBP2 en la muestra también puede realizarse midiendo el nivel de proteina
IGFBP2. En la presente solicitud, el "nivel de proteina IGFBP2" significa la cantidad o concentracion de dicha
proteina IGFBP2. En otra realizacién, el "nivel de IGFBP2" significa el nivel de fragmentos de IGFBP2.

Dichos métodos comprenden poner en contacto una muestra con un compafiero de unidn capaz de interactuar
selectivamente con los péptidos de proteina IGFBP2 presentes en la muestra. El compafiero de union es
generalmente un anticuerpo que puede ser policlonal o monoclonal, preferentemente monoclonal.

La presencia de la proteina puede detectarse usando técnicas electroforéticas e inmunodiagndsticas
convencionales, incluyendo inmunoensayos tales como ensayos de competicién, de reaccion directa o de tipo
sandwich. Dichos ensayos incluyen, pero sin limitacion, transferencias de Western; ensayos de aglutinacion;
inmunoensayos marcados y mediados con enzimas, tales como ELISA; ensayos de tipo biotina/avidina;
radioinmunoensayos; inmunoelectroforesis; inmunoprecipitacion, la técnica de electroforesis capilar-espectrometria
de masas (EC-EM), etc. Las reacciones generalmente incluyen marcadores de revelado, tales como marcadores
fluorescentes, quimioluminiscentes, radioactivos, enzimaticos o moléculas colorantes u otros métodos para detectar
la formacion de un complejo entre el antigeno y el anticuerpo o anticuerpos con los que reacciona.

Los ensayos mencionados anteriormente generalmente implican la separacion de proteinas no unidas en una fase
liqguida de un soporte de fase sdlida al que se unen los complejos antigeno-anticuerpo. Los soportes solidos que
pueden usarse en la practica de la invencion incluyen sustratos tales como nitrocelulosa (por ejemplo, en forma de
membrana o de pocillo de microtitulacion); cloruro de polivinilo (por ejemplo, laminas o pocillos de microtitulacion);
latex de poliestireno (por ejemplo, perlas o placas de microtitulacion); poli(fluoruro de vinilideno); papel diazotado;
membranas de nylon; perlas activadas, perlas magnéticamente sensibles y similares.
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Mas particularmente, se puede usar un método ELISA, en donde se recubren los pocillos de una placa de
microtitulacion con un conjunto de anticuerpos contra las proteinas que se van a ensayar. Después, se afiade una
muestra que contiene o que se sospecha que tiene la proteina marcadora a los pocillos recubiertos. Después de un
periodo de incubacién suficiente para permitir la formacion de complejos anticuerpo-antigeno, pueden lavarse las
placas para retirar los restos no unidos y se afade una molécula de unién secundaria marcada de manera
detectable. Se deja que la molécula de unién secundara reaccione con cualquier proteina marcadora capturada en la
muestra, se lava la placa y se detecta la presencia de la molécula de unién secundaria usando métodos bien
conocidos en la técnica.

Los métodos de la invencion pueden comprender una etapa que consiste en comparar la proteina IGFBP2 y la
concentraciéon de fragmentos en células circulantes con un valor de control. Como se usa en el presente documento,
"concentracion de IGFBP2" se refiere a una cantidad o una concentracién de un producto de transcripcién, por
ejemplo, la proteina IGFBP2. Normalmente, un nivel de una proteina puede expresarse como nanogramos por
microgramo de tejido o nanogramos por mililitro de un medio de cultivo, por ejemplo. Como alternativa, se pueden
emplear unidades relativas para describir una concentracion. En una realizaciéon particular, "concentracion de
IGFBP2" puede referirse a fragmentos de IGBP2. Por lo tanto, en una realizacién particular, también pueden medirse
fragmentos de IGFBP2.

Los inventores han determinado que el riesgo de hospitalizacion y/o rehospitalizacion de un paciente esta asociado
con la concentracion de proteina IGFBP2 en plasma. Por lo tanto, la proporcién de pacientes hospitalizados o
rehospitalizados por insuficiencia cardiaca es mayor cuando la proteina plasmatica IGFBP2 es superior a 171 ng/ml
(el valor de la mediana de concentracion de proteina IGFBP2 en plasma en la cohorte, (Figura 1, Figura 2, tabla 4).
La tasa anual de hospitalizacién por insuficiencia cardiaca y otras causas se correlaciona positivamente con la
concentracion plasmatica de la proteina IGFBP2 (Figura 3 y Figura 4, respectivamente). El riesgo de hospitalizacion
y/o rehospitalizaciéon para un paciente es proporcional a la concentracién de proteina IGFBP2 en plasma. Por lo
tanto, por cada aumento de 100 ng/ml de proteina IGFBP2, la tasa de hospitalizaciéon/reingreso aumenta en un 20%.
En otras palabras, por cada 100 ng/ml de mas que el valor umbral de 171 ng/ml (el valor de la mediana de
concentracion de IGFBP2 en la cohorte), un paciente tiene un 20% mas de probabilidades de ser hospitalizado por
una insuficiencia cardiaca y por todas las causas (véase la tabla 3 y la tabla 4). En otra palabra mas y a modo
explicativo, un paciente con una concentraciéon de IGFBP2 = valor umbral + 100 ng/ml tiene un 20% mas de
probabilidades de ser hospitalizado por una insuficiencia cardiaca. Un paciente con una concentracion de IGFBP2 =
valor umbral + 200 ng/ml tiene un 40% mas de probabilidades de ser hospitalizado por una insuficiencia cardiaca.
Un paciente con una concentracion de IGFBP2 = valor umbral + 300 ng/ml tiene un 60 % mas de probabilidades de
ser hospitalizado por una insuficiencia cardiaca.

Normalmente, un "valor umbral”, "nivel umbral" o "valor de corte" pueden determinarse experimentalmente,
empiricamente o tedéricamente. Un valor umbral también puede seleccionarse arbitrariamente basandose en las
condiciones experimentales y/o clinicas existentes, como reconocera un experto habitual en la materia para
concentraciones de proteina plasmatica mayores de 171 ng/ml. Preferentemente, el experto en la materia puede
comparar la concentracion de IGFBP2 obtenida de acuerdo con el método de la invencién con un valor umbral
definido.

Preferentemente, dicho valor umbral es la concentracién media de IGFBP2 de una poblacidon de individuos sanos.
Como se usa en el presente documento, el término "individuo sano" indica un ser humano que se sabe que esta
sano, es decir, que no padece insuficiencia cardiaca, nunca ha sufrido dicha insuficiencia cardiaca crénica y no
necesita atencion médica.

Preferentemente, dicho valor umbral es la concentracién media de IGFBP2 de una poblaciéon de individuos
enfermos. Como se usa en el presente documento, el término "individuo enfermo" indica un ser humano que se sabe
que esta enfermo, es decir, que sufre insuficiencia cardiaca en cualquier estadio de la insuficiencia cardiaca segun la
clasificacion de insuficiencia cardiaca de la NYHA.

Normalmente, el experto en la materia puede determinar la concentracion de IGFBP2 en una muestra biolégica,
preferentemente plasma u orina, de 100 individuos que se sabe estan sanos o enfermos. Después, se determina el
valor medio de las concentraciones obtenidas, de acuerdo con un analisis estadistico bien conocido, con el fin de
obtener la concentracion media de IGFBP2. Dicho valor se considera normal y, por lo tanto, constituye un valor
umbral. Al comparar las concentraciones de IGFBP2 con este valor umbral, el médico puede entonces determinar si
un paciente con insuficiencia cardiaca debe ser rehospitalizado. De hecho, comparando las concentraciones de
IGFBP2 obtenidas en una muestra bioldgica, preferentemente plasma u orina, de un sujeto dado con un valor
umbral, se puede determinar facilmente si dicho sujeto padece insuficiencia cardiaca o no o se puede determinar
facilmente el estadio de la insuficiencia cardiaca segun la clasificacion de insuficiencia cardiaca de la NYHA.

En consecuencia, el médico podria adaptar y optimizar la atencion médica adecuada de un sujeto en una condicion
critica y potencialmente mortal que padece insuficiencia cardiaca. La determinacion de dicho prondstico es muy
apropiada para el seguimiento y la toma de decisiones clinicas.
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Por lo tanto, la invencion se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca es
susceptible de ser rehospitalizado y comprende las siguientes etapas:

a) determinar la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con
insuficiencia cardiaca;

b) determinar la concentracion media de IGFBP2 en una muestra biolégica obtenida de una poblacion de
individuos sanos o enfermos, preferiblemente 100 individuos sanos; y

c) una etapa de comparar la concentracion de IGFBP2 obtenida de a) con la concentracion media de IGFBP2
obtenida en b).

Otro objeto mas de la invencién se refiere a un kit para realizar un método de la invencién, comprendiendo dicho kit
medios para medir la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de un paciente con insuficiencia
cardiaca.

El kit puede incluir un anticuerpo o un conjunto de anticuerpos como se ha descrito anteriormente. En una
realizacion particular, el anticuerpo o conjunto de anticuerpos se marcan como se ha descrito anteriormente. El kit
también puede contener otros reactivos y materiales adecuadamente empaquetados necesarios para el protocolo de
deteccion particular, incluyendo matrices de fase sdlida, si procede y patrones. El kit también puede contener uno o
mas medios para la deteccidn de un biomarcador adicional.

Un objeto adicional de la invencién se refiere a un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca
es susceptible de ser hospitalizado nuevamente, en donde dicho método comprende ademas las etapas de:

(i) medir la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia
cardiaca,

(i) comparar la concentracion de IGFBP2 medida en el paso (i) con un valor umbral procedente de la
concentracion de IGFBP2 en muestras que se han obtenido de pacientes sanos, en donde cuando la
concentracion de IGFBP2 en dicha muestra es mayor que el umbral, entonces el paciente es susceptible de ser
hospitalizado nuevamente.

Un objeto adicional de la invencién se refiere al uso de IGFBP2 como biomarcador para la rehospitalizacion de un
paciente después de una insuficiencia cardiaca.

La invencion se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

Figuras
Figura 1: The Atlanta Cardiomyopathy Consortium: Disefio del estudio

Figura 2: Estadistica descriptiva de IGFBP2. Media + DT de IGFBP2: 211 +180 ng/ml, Mediana (IQR): 172 [76,
274] ng/ml. Distribucion de IGFBP2: prueba lognormal (prueba Shapiro-Wilk W para datos lognormales: P=0,90)

Figura 3: Diagrama de cajas de todas las causas de la tasa de hospitalizacién por cuartiles de IGFBP2.
Figura 4: Diagrama de cajas de la tasa de hospitalizacién por insuficiencia cardiaca por cuartiles de IGFBP2.
Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes (N=306)

Caracteristicas clinicas:

Edad: 57 = 12 afios

Sexo: 196 varones (64,0 %), 110 mujeres (36,0 %)

Raza: 158 blanca (51,6 %), 138 negra (45,1 %), 10 otra (3,3 %)
Etiologia: 125 isquémica (40,8 %), 181 no isquémica (59,2 %)
Fraccion de eyeccion del VI: 37 [25, 50] %

Clase de la NYHA: 214 I-11 (69,9 %); 92 IlI-IV (30,1 %)
Diabetes Mellitus: 102 (33,3 %)

Presion sanguinea sistdlica: 113 £ 20 mmHg

BNP: 210 [70, 662] ng/ml (en 240 participantes)

Creatinina: 1,2 [1,0, 1,5] mg/dI

Nitrégeno de urea en sangre: 18 [13, 26] mg/dl

Sodio: 138,4 + 2,9 mEqg/dI

Hemoglobina: 13,2 + 1,8 g/dI

B-bloqueantes: 279 (91,2 %)

ACEIl 0 ARB: 239 (78,1 %)



10

15

20

ES 2725906 T3

Antagonistas de aldosterona: 134 (43,8 %)

Dispositivo ICD+CRT: 194 (64,5 %)

PASP ecocardiografica en 212 pacientes: 41+15 mmHg

Abreviaturas:

VI, ventricular izquierda; NYHA, New-York heart association; BNP, péptido natriurético cerebral; ACEI, inhibidor de la
enzima convertidora de angiotensina; ARB, bloqueador del receptor de angiotensina; ICD, desfibrilador cardiaco
implantable; CRT, terapia de resincronizacién cardiaca; PASP, Presion sistdlica arterial pulmonar.

Las variables continuas normales se expresan como media + desviacion tipica.

Las variables no normales se expresan como mediana y [intervalo intercuartilico].

Las variables categodricas se expresan como numero de ocurrencia y (porcentaje).

Tabla 2: Correlacion de IGFBP2 con las caracteristicas clinicas

Caracteristica Rho de Spearman Valor P
Edad 0,107 0,062
Sexo (Mas_culino=0; 0,073 0,20
Femenino=1)
Raza (Blanca=1) -0,078 0,17
Etiologia (isquémica=1) 0,078 0,17
\F/:accnon de eyeccion del -0,089 012
Clase de la NYHA 0,097 0,095
Diabetes mellitus 0,076 0,19
P_regi.én sanguinea -0,104 0,071
sistolica
BNP (en 240 pacientes) 0,319 <0,0001
Creatinina 0,318 <0,0001
Nitrégeno de urea en 0312 <0,0001
sangre
Sodio -0,018 0,76
Hemoglobina -0,206 0,0005
B-blogueantes 0,044 0,44
ACEIl o ARB -0,167 0,0034
Antagonistas de -0,009 0,87
aldosterona
Dispositivo ICD/CRT 0,009 0,87
PASP ecoce_lrdlograflca 0,220 0,0013
(en 212 pacientes)

VI, ventricular izquierda; NYHA, New-York heart association; BNP, péptido natriurético cerebral; ACEI, inhibidor de la
enzima convertidora de angiotensina; ARB, bloqueador del receptor de angiotensina; ICD, desfibrilador cardiaco
implantable; CRT, terapia de resincronizacion cardiaca; PASP, Presion sistdlica arterial pulmonar.
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Tabla 3: Resultados

Seguimiento: mediana, 3,1 [1,9, 3,9] afios; media, 2,8 + 1,1 afios 52 eventos clinicos principales: 42 muertes; 5
implante de dispositivo de asistencia ventricular izquierda (LVAD); 5 trasplante cardiaco urgente. 765 ingresos por
todas las causas; 278 ingresos (36,3% de todos los ingresos) por IC.

Asociacion de IGFBP2 (variable continua) con resultados (N=303)

Analisis de una variable

Asociacion con los principales eventos clinicos (regresion de Cox): HR por | 1,22 (IC del 95 %: 1,09

100 ng/ml a 1,36) P < 0.001
Asociacion con ingresos por todas las causas (proceso de Poisson, 1,12 (IC del 95 %: 1,03

regresion binomial negativa): IRR por cada 100 ng/ml a1,22) P =0007
Anadlisis multivariable*

Asociacion con los principales eventos clinicos (regresion de Cox): HR por | 1,23 (IC del 95 %: 1,06

100 ng/ml a 1,43) P = 0,005
Asociacion con ingresos por IC (proceso de Poisson, regresion binomial 1,20 (IC del 95 %: 1,00

negativa): IRR por cada 100 ng/ml a 1,44); P =005

*Modelo de ajuste: edad, sexo, raza, etiologia, clase de la NYHA, presion sanguinea sistélica, sodio, nitrégeno de
urea en sangre (mas fuerte que la creatinina y colineal), LVEF, hemoglobina, tratamiento (betabloqueantes, ACEI o
ARB, antagonistas de aldosterona, dispositivo implantable).

HR: relacion de riesgos instantaneos; IRR, relacién de tasa de incidentes.

Tabla 4: Tasas de hospitalizacion y rehospitalizacion con concentracion de IGFBP2 por debajo y por encima del
valor umbral.

Resultados de acuerdo con IGFBP2 alto e IGFBP2 bajo (estado dicotomizado)

(N=303)
Resultado Bajo IGFBP2 Alto IGFBP2 5:2?332:@?(?8 Valor P
IGFBP2<172 ng/ml IGFBP2>172 ng/ml o
del 95%)
Utilizacion de recursos
(por 100 personas-ano)
Hospitalizaciones por todas 72.8 104,2 143 (124 -1,65) | <0,0001
las causas
Hospitalizaciones por 218 431 1,08 (1,54 - 2,55) | <0,0001
insuficiencia cardiaca
Total de dias hospitalizados 274 566 1,94 (1,81-2,07)| <0,0001

por todas las causas

Dias hospitalizados totales
relacionados con 175 346 1,97 (1,81 -2,15) | <0,0001
insuficiencia cardiaca

Utilizacion de recursos
(por 100 personas-aio)

Rehospitalizaciones por

111 151 1,37 (1,15-1,63) | <0,0001
todas las causas
Distribucién de pacientes
Pacientes hospitalizados por
todas las causas 73 % 48 % (106) 52 % (115) =0,710

(N=221)
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(continuacién)

Resultados de acuerdo con IGFBP2 alto e IGFBP2 bajo (estado dicotomizado)
(N=303)
Resultado Bajo IGFBP2 Alto IGFBP2 Ssliiziiggr:jteesta(?g Valor P
IGFBP2<172 ng/ml IGFBP2>172 ng/ml o
del 95%)
Pacientes rehospitalizados
por todas las causas 51 % 44 % (69) 55 % (86) =0,311
(N=155)
Pacientes hospitalizados por o o _
IC 31 % (N=95) 36 % (34) 64 % (61) =0,021
Pacientes rehospitalizados o o _
con IC 18 % (N=54) 31 % (17) 68 % (37) 0,018

Ejemplos

Materiales y métodos

Poblacion de pacientes

El Atlanta Cardiomyopathy Consortium es un estudio prospectivo de cohorte que recluta a pacientes ambulatorios
con IC de tres hospitales afiliados a la universidad en el area metropolitana de Atlanta (Figura 1). Los criterios de
inclusion incluyeron edad >18 afios, capaz de comprender y firmar el consentimiento informado por escrito y
participar y un diagnéstico de insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion reducida o preservada. El diagnostico
de IC con fraccion de eyeccion preservada requeria, ademas del diagnéstico clinico de la IC, un nivel elevado de
péptido natriurético de tipo B > 200 pg/dl y/o evidencias ecocardiogréficas de disfuncién diastélica. [Paulus WJ et al.,
2007]. Los criterios de exclusion incluyeron enfermedad cardiaca congénita, trasplante de corazon previo o en
espera de trasplante, enfermedad infiltrativa cardiaca conocida (por ejemplo, amiloidosis), trasplante previo de otro
6rgano solido e IC terminal que requiere infusion continua ambulatoria de inotropo.

Procedimientos de estudio

Todos los pacientes se someten a un cuestionario de antecedentes, historial y examen fisico, electrocardiograma,
prueba de marcha de 6 minutos, varios cuestionarios y recogida de muestras de sangre y orina en la evaluacion
inicial. La raza la informa el propio paciente. Cada seis meses, se contacta a los pacientes para evaluar los cambios
de medicacién, procedimientos, nuevos diagnoésticos y hospitalizaciones. Los datos de mortalidad se recogen
mediante la revisidn de registros médicos, informacién de familiares y consultas en el indice de muertes de la
seguridad social. Los datos de hospitalizacion se obtienen de la revision de registros de salud electrénicos, notas de
pacientes de cualquier consulta a un especialista para cualquier ingreso a un hospital externo y consulta directa del
paciente durante el seguimiento. La Junta de Revision Institucional ha aprobado el estudio. Se obtuvo
consentimiento informado de todos los pacientes antes del reclutamiento.

Resultados

El evento clinico se defini6 como una composicion de muerte, trasplante de corazén o colocacion de dispositivo de
asistencia ventricular izquierda. La utilizacion de recursos se evalué como visitas al departamento de urgencias,
hospitalizaciones por todas las causas y por IC y nimero total de dias de hospitalizacion por 100 personas-afio de
seguimiento.

Recogida de muestras de sangre

Todos los sujetos fueron sometidos a una veneseccion después de 15 minutos de reposo en cama y se extrajo
sangre venosa periférica en tubos de EDTA sddico. Después de la centrifugacion a 1500 g a 4 °C durante 15 min, se
separo el plasma, se separé en alicuotas y se almacené a -80 °C hasta su ensayo.

Métodos inmunolégicos

Ensayo inmunosorbente ligado a enzimas de IGFBP-2. Se uso el kit de revelado de ELISA R&D DuoSet (ELISA de
tipo sandwich; n.° DY674; R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN) para medir IGFBP-2 segun las especificaciones del
fabricante.
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Resultados

Participantes del estudio

Las caracteristicas iniciales de los pacientes se presentan en la tabla 1. La edad media de los pacientes fue de 57+
12 afos (intervalo de 25-87 afios); 36% mujeres y 45,1% de raza negra. La mayoria de los pacientes tenian IC con
fracciéon de eyeccion reducida.

Andlisis de correlaciéon

Los niveles plasmaticos de IGFBP2 no se asociaron con la edad, sexo, raza, etiologia, fraccion de eyeccion
ventricular izquierda, clase de la NYHA, diabetes mellitus, presion sanguinea sistdlica, sodio, B-bloqueantes,
antagonista de aldosterona, dispositivo ICD/CRT. Los niveles de IGFBP2 se asociaron positivamente con BNP,
creatinina, nitrégeno de urea en sangre, PASP ecocardiogréfica y se asociaron negativamente con la hemoglobina, y
prescripcion de farmacos ACE| y ARB (véase la tabla 2).

Resultados

Durante un seguimiento medio de 2,8+1,1 afos (total: 857 paciente-afios), 42 pacientes fallecieron, 5 se sometieron
a trasplante y 5 recibieron dispositivos de asistencia ventricular, para una tasa total de eventos clinicos del 12% y
una tasa anualizada de eventos del 6%. Se registraron las hospitalizaciones por IC y el nimero de dias de
hospitalizacion, asi como las visitas al departamento de emergencias por todas las causas menores y especificas
por IC. Los pacientes sufrieron 765 ingresos por todas las causas; 278 ingresos (36,3% de todos los ingresos) por
IC. Aunque la distribucion de IGFBP2 es lognormal, la forma de asociacion con los principales eventos clinicos y las
hospitalizaciones es lineal (evaluada con polinomios fraccionarios y esplines cubicos restringidos), por lo que no fue
necesaria ninguna transformacion para modelar los resultados (Figura 2). Los pacientes con una concentracion
plasmatica de proteina IGFBP2 superior al valor medio (172 ng/ml) sufren significativamente mas hospitalizaciones o
rehospitalizaciones por IC (Tabla 4). El andlisis de la tasa de hospitalizacion de los pacientes estratificados en
cuartiles seguin su concentracion plasmatica de proteina IGFBP2 demuestra que existe una tendencia positiva entre
la concentracion de IGBP2 y la tasa de hospitalizacion del paciente y que el paciente en el cuartil mas alto tiene una
tasa de hospitalizacion significativamente mayor por todas las causas e insuficiencia cardiaca que los pacientes en
el primer o segundo cuartil, figura 3 y figura 4, respectivamente.

El andlisis de una variable revelé una asociacién de IGFBP2 con eventos clinicos importantes (HR = 1,22 por cada
100 ng/ml; IC del 95% [1,09- 1,36]; P <0,001) y la tasa de ingresos por todas las causas (IRR=1,12 por cada 100
ng/ml (IC del 95% [1,03- 1,22]; P=0,007). El modelo ajustado en el analisis multivariable mostré que el riesgo de
eventos clinicos mayores aumentoé con el nivel de IGFBP2 (HR = 1,23 por cada 100 ng/ml; IC del 95% [1,06-1,43];
P=0,005); y la tasa de ingreso por insuficiencia cardiaca aumenté con el nivel de IGFBP2 (IRR: 1,20 por cada 100
ng/ml; IC del 95% [1,00 a 1,44]; P=0,05) (véase la tabla 3). Por lo tanto, IGFBP2 es un marcador pronéstico potente
de rehospitalizacion.

Referencias

A lo largo de la presente solicitud, varias referencias describen el estado de la técnica a la que pertenece esta
invencion.
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fraction by the Heart Failure and Echocardiography Associations of the European Society of Cardiology.
European Heart Journal. 2007;28:2539-50.

Phillips K, M A Park, L H Quarrie, M Boutinaud, J D Lochrie, D J Flint, G J Allan, J Beattie. Hormonal control of
IGF- binding protein (IGFBP)-5 and IGFBP-2 secretion during differentiation of the HC11 mouse mammary
epithelial cell line. Journal of molecular endocrinology, 31:197-208 (2003).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca asintomatica, insuficiencia cardiaca crénica o
insuficiencia cardiaca aguda que ya ha sido hospitalizado por una insuficiencia cardiaca asintomatica, una
insuficiencia cardiaca crénica o una insuficiencia cardiaca aguda es susceptible de ser hospitalizado nuevamente
por la misma enfermedad, en donde dicho método comprende medir la concentracion de la proteina de unioén al
factor de crecimiento insulinico 2 (IGFBP2) en una muestra de sangre, plasma o suero que se ha obtenido de dicho
paciente con insuficiencia cardiaca.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho método comprende ademas las etapas de:

(i) medir la concentracion de IGFBP2 en una muestra que se ha obtenido de dicho paciente con insuficiencia
cardiaca,

(i) comparar la concentracion de IGFBP2 medida en la etapa (i) con un valor umbral derivado de la
concentracion de IGFBP2 en muestras que se han obtenido de pacientes que se encuentran en estadios
particulares de la insuficiencia cardiaca y/o con un valor umbral derivado de la concentracion de IGFBP2 en
muestras que se han obtenido de pacientes sanos.

3. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde dicha muestra se selecciona entre el
grupo que consiste en una muestra de sangre o plasma.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la concentracion de IGFBP2 se mide
cuantificando el nivel de proteina IGFBP2 en la muestra.

5. El método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde la cuantificacion del nivel de proteina IGFBP2 se realiza
usando un conjunto de anticuerpos dirigidos contra IGFBP2.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la cuantificacion del nivel de proteina IGFBP2 se lleva a
cabo mediante ELISA.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la cuantificacion del nivel de proteina IGFBP2 se lleva a
cabo mediante la técnica de electroforesis capilar-espectrometria de masas (EC-EM).

8. Un método para determinar si un paciente con insuficiencia cardiaca asintomatica, insuficiencia cardiaca crénica o
insuficiencia cardiaca aguda es susceptible de ser hospitalizado nuevamente por la misma enfermedad, en donde
dicho método comprende medir la concentraciéon de IGFBP2 en una muestra de sangre, plasma o suero que se ha
obtenido de dicho paciente con insuficiencia cardiaca.

9. Un método de acuerdo con la reivindicacion 8, en donde dicho método comprende ademas las etapas de:

(i) medir la concentracion de IGFBP2 en dicha muestra que se ha obtenido de dicho paciente,

(ii) comparar la concentracion de IGFBP2 medida en la etapa (i) con un valor umbral derivado de la
concentracion de IGFBP2 en muestras que se han obtenido de pacientes que se encuentran en estadios
particulares de la insuficiencia cardiaca y/o con un valor umbral derivado de la concentracién de IGFBP2 en
muestras obtenidas de pacientes.
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El Atlanta Cardiomyopathy Consortium

¥
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(cada 6 meses durante 2 afios)

Formularios de entrevista
Historial médico
Medicaciones

v

Formularios autoinforrmados
Historial médico
Historial familiar
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Evaluaciones
Examen fisico completo
Electrocardiograma
Prueba ambulacion 6 min

)

Cuestionarios

» Escala de adherencia especifica del
estudio de resultado médico

* Cuestionario de cardiomiopatia de
Kansas City

» Evaluacion de depresién (PHQ-9)

)

Formularios de entrevista
Resultados: Hospitalizaciones, visitas a
urgencias, Historial médico (aparicion de nueva
enfermedad), Medicaciones (modificaciones)

¥

Evaluaciones
Examen fisico completo
Electrocardiograma
Prueba ambulacién 6 min

)

Cuestionarios

¢ Escala de adherencia especifica del
estudio de resultado médico

* Cuestionario de cardiomiopatia de
Kansas City
¢ Evaluacion de depresién (PHQ-9)

Figura 1
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