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DESCRIPCION
Estratificacion del riesgo de pacientes sospechosos de IAM
Antecedentes

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en el mundo desarrollado, y casi el 50% de todas las
muertes cardiovasculares se debe a una enfermedad arterial coronaria. Esto supone una importante carga econémica
para el Espacio Econémico Europeo. Se ha estimado que las enfermedades cardiovasculares cuestan al Espacio
Econémico Europeo 169 mil millones de euros al afio. El diagnéstico de la enfermedad arterial coronaria adn presenta
un desafio para el médico, incluso con las ayudas diagndsticas actualmente disponibles. Los estudios han demostrado
que entre el 2 y el 5% de los pacientes con infarto de miocardio (IM) son dados de alta en los servicios de accidentes
y urgencias con falta de diagnodstico (Storrow y Gibler, 2000), con tasas tan altas como el 11,1% en algunos casos
(Papa et al.,2000).

La ayuda diagndéstica mas sencilla y econémica es el electrocardiograma (ECG) de 12 derivaciones. Los cambios que
pueden indicar isquemia o infarto incluyen elevacion o depresion del segmento ST, bloqueo de rama izquierda (LBBB),
cambios en la onda Ty, finalmente, ondas Q patoldgicas. El ECG inicial, sin embargo, solo produce una sensibilidad
de entre el 13 y el 70% para un diagnéstico de IM (Speake y Terry, 2001). El uso del ECG de mapeo de superficie de
multiples derivaciones aumenta la sensibilidad de manera modesta, pero aun sin suficiente valor predictivo negativo
para descartar un infarto (Owens et al., 2004; McClelland et al., 2003).

Mas recientemente, se han evaluado técnicas avanzadas de imagenologia en cuanto a su papel en el diagnédstico y la
estratificacion del riesgo de SCA. La evaluacion en el servicio de urgencias con los nuevos protocolos de resonancia
magnética cardiaca ponderada en T2 (CMR) puede mejorar la deteccion de sindromes coronarios agudos, pero, hasta
el momento, no puede distinguir de manera fiable el IM evolutivo de la angina sin infarto (Cury et al., 2008). El CMR
del servicio de urgencias tampoco esta ampliamente disponible, y esta contraindicado en algunos pacientes debido a
los implantes de metales ferrosos, lo que hace actualmente que esta sea una solucion poco practica para el diagndstico
de SCA.

Con referencia a la definicion universal de infarto de miocardio, esta claro que los ensayos de biomarcadores también
son fundamentales ahora para el diagnéstico (Thygesen et al., 2012). La medicion de troponina cardiaca actualmente
(4" generacion de troponina T cardiaca y la troponina cardiaca |) sigue siendo el ensayo de biomarcadores estandar
de oro de la necrosis miocardica. Los ensayos tienen una especificidad de tejido cercana al 100% y una alta
sensibilidad clinica, lo que refleja incluso pequefias areas de infarto. Se ha aceptado que los pacientes con sindrome
coronario agudo (SCA) con CK-MB normal (el estandar de oro anterior) pueden tener una elevacion de troponina que
refleje una necrosis miocardica minima vy, por lo tanto, se clasifican como que han sufrido un infarto de miocardio.
Ademas, la troponina elevada o CK-MB predice futuros eventos cardiovasculares, subrayando el papel de los
biomarcadores de la necrosis en el prondstico de los pacientes. Sin embargo, el tiempo de muestreo es importante.
La cinética de liberacion de la troponina después de una lesién miocardica y su posterior necrosis la convierten en un
marcador precoz desfavorable del sindrome coronario agudo, con una sensibilidad maxima alcanzada después de al
menos 6 horas. Convencionalmente en el Reino Unido, una muestra de dolor post-toracico de 12 horas se considera
aceptable. El desarrollo de ensayos de troponina (hsTn) altamente sensibles ha mejorado la precision diagnéstica de
las mediciones de troponina en la presentacion en comparacion con los ensayos de troponina estandar (Reichlin et
al., 2009). Sin embargo, esta sensibilidad mejorada se combina con una reduccién significativa en la especificidad en
comparacion con los ensayos de troponina estandar, lo que lleva a un mayor nimero de resultados falsos positivos.

Dado que una proporcion significativa de pacientes se presentara antes de las 6 horas posteriores a la aparicion de
los sintomas, ha habido un gran interés en la investigacion de los biomarcadores tempranos de la necrosis miocardica.
La proteina de union a los acidos grasos del corazon (H-FABP) se ha investigado prospectivamente a este respecto.
H-FABP es una proteina pequefia (14-15 kDa) y, como tal, se libera de los miocitos cardiacos mucho mas rapido que
la troponina. Los niveles detectables se producen de 2 a 3 horas después de la lesién miocardica y vuelven a la linea
de base en el plazo de 12 a 24 horas. En combinacion con los andlisis de troponina de cuarta generacion, se ha
demostrado que los niveles de H-FABP mejoran el diagndstico de sindrome coronario agudo (McCann et al., 2008) y
predicen el prondstico independientemente de la troponina (Kilkullen et al., 2007).

Sigue habiendo una necesidad clinica de una estrategia para permitir un mejor diagnéstico rapido y la estratificacion
del riesgo cuando un paciente presenta dolor en el pecho. Un diagnéstico y estratificacion de riesgo rapidos y precisos
significaria que los pacientes de alto riesgo pueden asignarse a la via de tratamiento adecuada y los pacientes de bajo
riesgo pueden estar seguros de que no han sufrido un IAM y se pueden investigar las causas alternativas de dolor en
el pecho. La estrategia actual requiere con frecuencia un monitoreo continuo durante un periodo de hasta 12 horas
desde el ingreso, junto con una muestra de sangre en serie. Este retraso en la confirmacion del diagnostico de 1AM
no solo aumenta el riesgo de complicaciones, sino que también contribuye a la masificacion y alos costes relacionados
en el servicio de urgencias. Como se describe en esta memoria, la presente invencion permite un método para mejorar
el diagndstico temprano y la estratificacion del riesgo de IAM en pacientes que presentan dolor en el pecho.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: diagrama de flujo de compendio que muestra un ejemplo de cémo se podria utilizar la invencion actual en la
sala de urgencias.

Compendio de la invencion

La presente invencion demuestra que una combinacion de un ECG, un nivel de troponina cardiaca y un nivel de H-
FABP en el ingreso pueden usarse para estratificar el riesgo y ayudar en el diagndstico de pacientes con dolor en el
pecho que se cree que es de naturaleza isquémica.

Descripcion detallada

El sindrome coronario agudo (ACS, por sus siglas en inglés) se refiere a un conjunto de signos y sintomas,
generalmente una combinacion de dolor en el pecho y ofras caracteristicas que se interpretan como resultado de una
disminucion repentina del flujo de sangre al corazén (isquemia cardiaca). Los subtipos de SCA incluyen angina
inestable (AU, no asociada con dafio del musculo cardiaco) y dos formas de infarto de miocardio (sin elevacion de ST
y ST) en las que el musculo cardiaco esta dafiado.

El infarto agudo de miocardio (IAM o IM), mas comiUnmente conocido como ataque al corazon, se refiere a una
condicion médica que ocurre cuando se interrumpe el suministro de sangre a una parte del corazén, mas comunmente
debido a la ruptura de una placa vulnerable. La isquemia resultante (escasez de oxigeno) si no se trata durante un
periodo de tiempo suficiente puede causar dafios y/o la muerte al tejido del corazén.

La presente invencion proporciona un método de estratificacion de riesgo de un sujeto que presenta dolor en el pecho
que se piensa que es de naturaleza isquémica. El método de la presente invencion se basa en el resultado de tres
factores determinados al ingreso; electrocardiograma, nivel de troponina cardiaca y nivel de H-FABP. Dependiendo
de los resultados de estas tres pruebas, el sujeto puede colocarse en una categoria de riesgo adecuada para un |IAM
que haya ocurrido recientemente y se puede iniciar la ruta de tratamiento adecuada.

En donde el ECG, la troponina cardiaca y el H-FABP son todos negativos, el sujeto puede ser colocado en una
categoria de bajo riesgo para un IAM que haya ocurrido recientemente y se pueden investigar otras causas de dolor
en el pecho. En donde el ECG y la troponina cardiaca son negativos, pero el H-FABP es positivo, el sujeto puede ser
colocado en una categoria de riesgo moderado para un IAM que haya ocurrido recientemente y pueden ser
programados para una evaluacion adicional. En los casos en donde el ECG es negativo, pero tanto la troponina
cardiaca como la H-FABP son positivas, el sujeto puede ser colocado en una categoria de alto riesgo para un IAM que
haya ocurrido recientemente y puede ser remitido de inmediato a un cardiélogo para tratamiento o intervencién. En
donde el ECG es positivo por si solo o en combinaciéon con un resultado positivo para la troponina cardiaca y/o H-
FABP, el sujeto también se coloca en una categoria de alto riesgo para un IAM que haya ocurrido recientemente y
puede ser referido de inmediato a un cardiélogo para tratamiento o intervencion.

El término "H-FABP", como se usa en la presente memoria, se refiere a la proteina de unién a acidos grasos del
corazon, también conocida como proteina de unién a acidos grasos 3 (FABP-3) y sus fragmentos o péptidos parciales,
que en los seres humanos estan codificados en la FABP3 gene. La H-FABP esta presente en el miocardio y se cree
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que se libera rapidamente en la circulacion como resultado de una lesién miocardica. Numerosos estudios han
demostrado que es un marcador temprano para la aparicion de IM. Los expertos en la técnica entenderan que H-FABP
incorpora cualquier polipéptido variante que comparta las mismas propiedades biolégicas e inmunoldgicas esenciales
que los péptidos de H-FABP especificos usados en la presente invencion.

Los términos 'troponina’ (Tn) y 'troponina cardiaca' (cTn) como se usan en la presente invencion se refieren a todas
las isoformas de troponina que se expresan en las células del corazoén, preferiblemente se refieren a troponina T
cardiaca o troponina | cardiaca y fragmentos o péptidos parciales de los mismos, lo mas preferiblemente se refieren a
troponina T cardiaca (cTnT).

Los términos “nivel de troponina cardiaca” y “nivel de H-FABP” se refieren a la concentracion de cTnT y H-FABP
respectivamente, preferiblemente su concentracion en una muestra de plasma o suero de un sujeto de la presente
invencion. Los “valores de referencia” o los “niveles de corte” utilizados en la presente invencién son niveles aceptables
de cTnT y H-FABP que son indicativos de infarto agudo de miocardio. A efectos de la presente invencion, cualquier
valor menor que estos niveles de referencia puede denominarse prueba “negativa”, mientras que cualquier valor mayor
que estos niveles de referencia puede denominarse prueba “positiva”. Preferiblemente para cTnT el valor de referencia
se basa en el percentil 99 de una poblacion de referencia segun lo determinado por el fabricante. En la presente
invencion, el nivel de corte preferido utilizado para cTnT fue de 0,014 ng/ml y cualquier valor de cTnT por debajo de
este valor de referencia indicé que no se habia producido un IAM reciente. Los expertos en la materia entenderan que
el nivel de corte puede variar segun el fabricante del kit utilizado para detectar un biomarcador. Por lo tanto, cualquier
nivel de corte recomendado en un ensayo de troponina T de alta sensibilidad puede incluirse en el alcance de la
presente invencion. Mientras que cTnT es la troponina cardiaca preferida de la invencion, cualquier troponina cardiaca
que podria ser un indicador de dafio tisular también puede usarse, como la troponina | cardiaca. En donde la troponina
cardiaca es troponina | cardiaca (cTnl), el valor de corte preferido para descartar un infarto de miocardio se basa en
el percentil 99 de una poblacion de referencia segun lo determinado por el fabricante del ensayo, y un valor cTnl menor
que este valor de referencia se considera un resultado negativo e indica que no se ha producido un IAM reciente.
Preferiblemente para H-FABP el valor de referencia se basa en el percentil 95 de una poblacion de referencia segun
lo determinado por el fabricante. A efectos de la presente invencion, el valor de referencia para H-FABP fue de 2,5
ng/ml. Cualquier valor H-FABP por debajo de este valor se considera un resultado negativo e indica que no se ha
producido un IAM reciente. Los expertos en la materia reconoceran que también podrian usarse valores de corte de
H-FABP alternativos recomendados para descartar el infarto agudo de miocardio.

En el contexto de la presente invencion, la expresiéon ECG “positivo” o “anormal” se refiere a cualquier lectura de ECG
que tenga caracteristicas o caracteristicas de ECG que se asocien cominmente con un infarto agudo de miocardio.
Estos pueden incluir, por ejemplo, la elevacion del segmento ST o el nuevo inicio del bloqueo de rama izquierda o la
depresion del segmento ST o la inversion de la onda T. Un ECG “negativo” o “normal” al que se hace referencia en
esta memoria indica una lectura de ECG sin estas caracteristicas o caracteristicas enumeradas anteriormente. EI ECG
es preferiblemente un ECG estandar de 12 derivaciones, pero cualquier variacién adecuada conocida por los expertos
en la técnica puede usarse para interpretar la actividad eléctrica del corazén. EI ECG puede ser un ECG paramédico
tomado en ruta al hospital o centro médico o un ECG del servicio de urgencias.

El término “descartar” como se usa en esta memoria se refiere a excluir un diagndstico de infarto de miocardio en un
sujeto que presenta dolor en el pecho. Cualquier paciente en quien |AM no pueda ser descartado por la combinacién
de la presente invencion puede ser admitido y acelerado para pruebas o tratamientos adicionales, mientras que
aquellos descartados pueden ser evaluados por causas alternativas de dolor en el pecho.

Un “sujeto” o “paciente” de la presente invencion es un animal, mas preferiblemente un mamifero, incluso mas
preferiblemente un ser humano. El sujeto es mas preferiblemente alguien que se presenta en un servicio de urgencias
con dolor en el pecho, pero puede referirse a cualquier caso de SCA sospechoso, supuesto o posible en donde los
sintomas estan presentes, pero no se ha establecido un diagndstico. La muestra de dichos sujetos de la presente
invencion puede seleccionarse de un fluido corporal, células separadas o muestra de tejido. Mas preferiblemente, la
muestra es un fluido corporal, incluso mas preferiblemente la muestra es suero o plasma. En una realizacién preferida
de la presente invencion, las determinaciones in vitro de H-FABP y troponina cardiaca se llevan a cabo mediante
inmunoensayo usando cualquier medio conocido en la técnica. En otra realizacion preferida, el inmunoensayo se
incorpora en un dispositivo analizador automatizado.

Un aspecto adicional de la presente invencion fue el nuevo hallazgo de que las mediciones de H-FABP a las 3 horas
posteriores al ingreso se correlacionaron en gran medida con las mediciones de troponina a las 12 horas. Esto podria
ser aplicable para pacientes que se presentan inusualmente pronto y tienen resultados negativos para ECG, troponina
y H-FABP en el ingreso. En estos pacientes se podria evitar la necesidad de largas esperas en las mediciones de
troponina en serie y permitir un diagnéstico mas rapido.

Si bien la presente invencién proporciona un método novedoso para la estratificacion del riesgo de los pacientes con
dolor en el pecho y puede ayudar a un diagnostico mas rapido y eficaz del infarto agudo de miocardio, se entendera
que la evaluacioén clinica por parte de los médicos que lo atienden también formara una parte importante del
diagndstico y la iniciacion del tratamiento y gestion médicos efectivos y adecuados. Como tal, la presente invencion
podria incorporarse en algoritmos de riesgo utilizados actualmente tales como trombdlisis en infarto de miocardio
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(TIMI) o registro global de eventos coronarios agudos (GRACE). Se prevé que, en el futuro, el método de estratificacion
de riesgo proporcionado por la presente invencion pueda realizarse mediante un dispositivo de punto de atencion que
procese rapidamente los resultados de las mediciones de ECG, H-FABP y troponina cardiaca y ofrezca al médico una
salida del riesgo simple y precisa.

Métodos

Reclutamiento de pacientes

Los pacientes que acudieron al servicio de accidentes y urgencias del Craigavon Area Hospital, Irlanda del Norte, con
dolor en el pecho de presunto origen isquémico, se inscribieron desde octubre de 2009 hasta finales de octubre de
2011. Desde mayo de 2010 hasta junio de 2011, los pacientes que se presentaron en el Daisy Hill Hospital, Newry.,
Irlanda del Norte también fueron reclutados. En total se reclutaron 609 pacientes. Los pacientes se excluyeron del
analisis final por los siguientes motivos: reclutamiento por duplicado, reclutados mas de 12 horas después del inicio
de los sintomas, retirada del consentimiento, terapia anticoagulante crénica, muestras de suero/plasma inutilizables y
sincronizacion incorrecta de la muestra. Esto resultd en una cohorte general de 548 pacientes, 534 reclutados de
Craigavon Area Hospital y 14 de Daisy Hill Hospital, Newry elegibles para el analisis final (figura 1). De estos pacientes,
155 (28,3%) tuvieron un diagnéstico final adjudicado de IM, 86 (15,7%) de SCA y 307 (56,0%) de dolor en el pecho no
isquémico. De los pacientes diagnosticados con IM, 70 (45,1%) se clasificaron como STEMI, y los 85 IM (54,8%)
restantes se clasificaron como NSTEMI. Los pacientes con un diagndstico final de IM tenian mas probabilidades de
ser mayores, hombres, tener una mayor presion arterial sistolica (PA) y ser fumadores actuales. Los pacientes con
infarto de miocardio también tuvieron mas probabilidades de presentarse mas temprano después de la apariciéon de
los sintomas, lo que dio lugar a un inicio mas corto de los sintomas al primer momento de extraccion de sangre (235
minutos frente a 290 minutos de dolor en el pecho no isquémico frente a 323 minutos ACS, p <0,001). Los pacientes
que se presentaron temprano y tuvieron un sintoma de inicio de la primera extraccion de sangre de menos de 360
minutos fueron mas propensos a tener una elevacion del segmento ST en un ECG inicial y un diagnéstico definitivo
de IM. A la mayoria de los pacientes se les tomé la primera muestra de sangre menos 360 minutos después del inicio
de los sintomas (n = 359, 66%, 215min de media, SD 79).

Toma de muestras y preparacion

La veneseccion exigida por el protocolo se produjo al ingreso y, a continuacion, a las 1, 2, 3, 6, 12 y 24 horas. Se
permitié un margen de 10 minutos a cada lado de los tiempos de muestra a 1, 2, 3y 6 horas y 30 minutos a cada lado
de los tiempos de muestra a las 12 y 24 horas. En cada extraccion de sangre, se recogieron aproximadamente 20 ml
de sangre en tubos de gel separador de suero de 2 x 4 ml, tubo de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) de 1 x 4
ml, tubo de citrato de sodio de 1 x 2,7 ml y tubo separador de gel de heparina de litio de 1 x 3 ml (todos Vacutainer®
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.). Las muestras se centrifugaron inmediatamente a 3.500 rpm durante 5 minutos v,
posteriormente, se transfirieron en alicuotas de 500 pl en tubos criogénicos de 2 ml (Sarstedt Ltd, Leicester, Reino
Unido) y se congelaron a -80 °C.

Analisis de ECG

Los inventores realizaron un analisis de ECG cegado de 12 derivaciones. Se analizé el ECG inicial de presentacion.
Se observo la presencia de las siguientes caracteristicas de ECG en cada derivacion:

. Elevacion del segmento ST de 1 mm en el punto J

. Elevacion del segmento ST de 2 mm en el punto J

. Depresion del segmento ST de 0,5mm 80ms después del punto J

. Ondas Q de 20,03ms de ancho y 225% del tamafio de la siguiente onda R
. Inversion en onda T de al menos 1 mm.

° Bloqueo de rama izquierda

° Bloqueo de rama derecha

. Fibrilacion atrial

o Ritmo acelerado

. Presencia de hipertrofia ventricular izquierda (criterios de Cornell, (183)).

Analisis de biomarcadores

Antes del andlisis, las partes alicuotas se descongelaron en un rodillo mecanizado durante al menos 20 minutos a
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temperatura ambiente. Una vez realizado el analisis de biomarcadores, se descarté cualquier parte residual de la
muestra. El analisis de biomarcadores solo se realizd6 en muestras que se han sometido a 1 ciclo de congelacion y
descongelacion. La concentracion de H-FABP se midié utilizando un biochip cardiaco segun las instrucciones de uso
del fabricante (Randox Laboratories, Crumlin, Irlanda del Norte). Este es un método disponible comercialmente en
estado solido basado en el principio de inmunoensayo quimioluminiscente en sandwich de dos etapas.

Los ensayos de biochip se realizaron de la siguiente manera:

1. Dos viales de calibrador y materiales de reconstitucion de control se reconstituyeron con agua destilada doble y se
colocaron en un rodillo mecanizado durante 10 minutos para asegurar una mezcla adecuada.

2. Se reconstituyeron nueve viales de material calibrador lipofilizado y 3 viales de material de control lipofilizado con
la solucién de la etapa uno. Una vez reconstituidos, estos viales se colocaron en un rodillo mecanizado durante 10
minutos.

3. Se pipetearon 240 pl de solucion salina tamponada con tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS) de 19 mMol, pH 7.0
que contiene surfactante de proteinas, conservantes y agentes bloqueadores en cada uno de los nueve pocillos de la
matriz de biochip cardiaco. Micro-pipeteado sobre esto 60 pl de muestra, calibrador o material de control. A
continuacion se colocaron los biochips en un dispositivo termosellante y se incubaron a 37 °C durante 30 minutos a
380 rpm.

4. Después de la incubacion, los biochips se vaciaron de su mezcla de reactivos. Ahadiendo aproximadamente 350 pl
de solucion salina tamponada con TRIS, pH 7,4, a cada depdsito para la muestra, se realizaron dos lavados rapidos
y 4 x 2 minutos de remojo.

5. Después de los ciclos de lavado, los biochips se secaron por golpecito de la solucion de lavado de superficie en
papel sin pelusas.

6. A continuacion, se pipetearon 300 pl de solucion salina tamponada con TRIS 19 mM, pH 7.0 con surfactante de
proteinas, estabilizantes, conservantes, agentes bloqueadores y peroxido de rabano picante (HRP) especifico del
ensayo en cada depésito para la muestra. Este se coloco en el termosellador y se incub6 a 37 °C durante 30 minutos
a 380 rpm.

7. Después de la incubacion, se realizé un ciclo de lavado adicional idéntico al proceso en la etapa 4.

8. Para evitar que los depésitos para la muestra se secaran, se dejé en cada depésito la solucién de lavado tamponada
hasta el analisis.

9. El biochip se seco en papel sin pelusa. A continuacion, se agregaron 250 pl de reactivo de sefial (luminol y peréxido
de solucion 1:1) a cada depdsito y el biochip se colocé en el soporte de la maquina de imagenes del investigador de
evidencia exactamente 2 minutos +/- 10 segundos después de la adicion del reactivo de sefial. El investigador de
evidencia toma dos imagenes de alta resolucién del biochip. A continuacion, se realiza la cuantificacién automatizada
de la fluorescencia de la muestra (y, por lo tanto, de la concentraciéon de biomarcadores). En caso de fallo del software,
las imagenes pueden ser analizadas manualmente.

El intervalo de referencia para el ensayo H-FABP ha sido determinado por un grupo independiente, que demuestra un
limite superior percentil 99 de 5,3 pg/L y 5,8 pg/L en mujeres y hombres, respectivamente (Bathia et al 2009). Esta
diferencia de género no fue estadisticamente significativa. En este estudio, los umbrales de decision de 5,3 ug/L y 2,5
Mg/L (percentil 95) fueron elegidos para ambos sujetos masculinos y femeninos. Los ensayos de calibracién y control
se realizaron segun las recomendaciones de los fabricantes.

La troponina T de 42 generacion y la troponina T de alta sensibilidad se analizaron con un analizador modular Roche
E170 (Roche Diagnostics, Basilea, Suiza). El percentil 99 para el ensayo de hsTnT se derivé de una cohorte de 533
voluntarios sanos (14 ng/L Cl 12,7-24,9 ng/L) (prospecto de Roche). El percentil 99 de 10 ng/L para el ensayo de
troponina T de 42 generacion se derivo de una cohorte de 1.951 voluntarios sanos. Solo se pudo lograr un CV de <
10% a una concentracion de 30 ng/L (prospecto de Roche) y, por lo tanto, se eligi6 como el umbral de diagndstico
para el ensayo de troponina de 42 generacion.

Diagnéstico final

El diagnéstico final para cada paciente en el estudio fue hecho por los inventores, cegado a los resultados de
biomarcadores en investigacion. Se eligié una muestra aleatoria de 50 pacientes y el diagnostico fue adjudicado por
un médico independiente. En los casos en que las opiniones sobre el diagnostico final divergieron, un tercer médico
adjudicador independiente realizd el diagndstico final. Las categorias de diagndstico se asignaron utilizando los
siguientes criterios:

Infarto agudo de miocardio

El diagndstico de IM se realizé segun la definicion universal de IM de 2007. Se escogidé un corte superior utilizando un
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ensayo de troponina T de 42 generacion (Roche Diagnostics, Burgess Hill, Reino Unido) de 0,03 pg/L, que representa
el nivel mas bajo en donde el coeficiente de varianza del ensayo fue del 10%. El limite de deteccion con este ensayo
es de 0,01 pg/L.

La elevacion del segmento ST IM (STEMI) se diagnosticé cuando la elevacion del segmento ST en el punto J era> 1
mm en las derivaciones de ECG I-lll, aVL, aVF, V4-V6 y> 2 mm en las derivaciones V1-V3. El diagnéstico de IM sin
elevacion del segmento ST (NSTEMI) se diagnosticé mediante la exclusion de STEMI.

Sindrome coronario agudo

Para los fines de la clasificacion de esta investigacion, el sindrome coronario agudo se definié como dolor en el pecho
isquémico de inicio reciente (<2 semanas) en reposo o con esfuerzo minimo y niveles de troponina de 42 generacion
que no cumplieron con los criterios de infarto de miocardio. Ademas tenia que haber:

1. Depresion del segmento ST del ECG de al menos 0,5 mm 80 ms después del punto J o la inversion de laonda T
de = 1 mm en el nadir (o pseudo normalizaciéon de la inversion de la onda T en reposo) asociada con los sintomas
tipicos.

)

2. Evidencia de isquemia miocardica en pruebas funcionales, es decir, prueba de esfuerzo con ejercicio positivo,
defecto de perfusion inducible con imagenes de perfusion miocardica de esfuerzo o hipoquinesia miocardica regional
en ecocardiografia de esfuerzo con dobutamina.

)

3. Enfermedad arterial coronaria obstructiva (= 70% estenosis) en al menos una arteria coronaria epicardica en
angiografia invasiva.

Dolor en el pecho no isquémico

Tras la exclusion de IM y SCA, se diagnostico dolor en el pecho no isquémico.
Resultados

La Tabla 1 detalla la probabilidad de infarto agudo de miocardio para cada resultado potencial de los biomarcadores
individualmente o en combinacion entre si. Se identificé que hay varias vias potenciales de tratamiento de pacientes
y la estratificacion de los pacientes segun los resultados podria permitirle tomar una decision sobre la via que deben
seguir. En este caso, si la probabilidad de que un paciente tenga un patrén de resultado especifico de tener un IM es
inferior al 5%, se considerd que para estos pacientes seria seguro descartar un IAM y se pueden investigar otras
causas de dolor en el pecho (segun una muestra de admision). En el modelo 6ptimo, este seria un resultado negativo
para ECG, hsTnT y H-FABP, de estos pacientes el 1,6% se habria identificado incorrectamente (se observé que estos
tenian presentaciones clinicas inusuales). La categoria de mayor riesgo se definid al tener la mayor probabilidad de
IM. La practica actual indicaria que todos los pacientes con una lectura de ECG positiva serian remitidos a un
cardidlogo, el resto de los pacientes se pueden clasificar segun los resultados de sus biomarcadores. La proporcion
de probabilidades proporciona un resumen de lo que significa un resultado especifico segun las probabilidades de que
el paciente haya tenido un IM. Esto se calcula de la siguiente manera;

m_ | probada
Proporciéndeprobabilidades = ~—="
P
" \total

En donde Pim y Pno-im son la probabilidad de tener un IM y la probabilidad de no tener un IM en la prueba (poblacion
con el resultado dado) y en la poblacion total (todos los pacientes, independientemente del resultado de la prueba).

Segun el método de la presente invencion, cualquier paciente con un ECG positivo seria remitido inmediatamente a
un cardiélogo y aquellos con un ECG negativo pueden ser estratificados segun el resultado de los ensayos de
biomarcadores. La Tabla 2 muestra las probabilidades de IM y las proporciones de probabilidades asociadas para los
pacientes con ECG negativo que dependen del resultado de H-FABP y TnT medidos en el ingreso. La Tabla 3 muestra
los resultados de una correlacion de Pearson realizada para determinar si hubo una relacion entre los niveles de H-
FABP vy los niveles de TnT en diferentes puntos temporales. Se encontré que las mediciones de H-FABP a las 3 horas
del ingreso estaban fuertemente correlacionadas con las mediciones de troponina T a las 6 y 12 horas del ingreso (R
= 0,845y 0,863, respectivamente).
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Tabla 1 La probabilidad de infarto agudo de miocardio para cada resultado potencial de los biomarcadores
individualmente o en combinacion entre si y la razon de probabilidades asociada para cada uno.

Combinaciones de | IM | No- | Total | Prob Prob de | Proporcion de
biomarcadores IM de IM no-IM probabilidades
ECG (-) 84 | 376 | 460 0,183 0,817 1,040
ECG (+) 71 16 87 0,816 0,184 20,662
ECG | HFABP (-) 11| 253 | 264 0,042 0,958 0,200
)
HFABP (+) 67 | 106 173 0,387 0,613 2,909
ECG (-)yHFABP (-) | 11| 253 | 264 0,042 0,958 0,202
ECG (-)y HFABP (+) | 67 | 106 173 0,387 0,613 2,943
ECG (+) y HFABP (-) 9 10 19 0,474 0,526 4,191
ECG (+) y HFABP (+) | 60 4 64 0,938 0,063 69,844
ECG | hsTnT (-) 7| 238 | 245 0,029 0,971 0,134
)
hsTnT (+) 61 72 133 0,459 0,541 3,862
ECG (-) y hsTnT (-) 7| 238 | 245 0,029 0,971 0,137
ECG (-) y hsTnT (+) 61 72 133 0,459 0,541 3,945
ECG (+) y hsTnT (-) 8 7 15 0,533 0,467 5,321
ECG (+) y hsTnT (+) | 49 3 52 0,942 0,058 76,052
HFABP (-) y hsTnT (- | 3 | 183 186 0,016 0,984 0,076
ECG | HFABP (+)yhsTnT (- | 3 45 48 0,063 0,938 0,310
) )
HFABP (-) y hsTnT | 7 29 36 0,194 0,806 1,124
(+)
HFABP (+) y hsTnT | 51 41 92 0,554 0,446 5,792
(+)
ECG(-)yHFABP (-)y | 3| 183 186 0,016 0,984 0,042
hsTnT (-)
ECG (-) y HFABP (+) | 3 45 48 0,063 0,938 0,171
y hsTnT (-)
ECG(-)yHFABP (-)y | 7 29 36 0,194 0,806 0,620
hsTnT (+)
ECG (-) y HFABP (+) | 51 41 92 0,554 0,446 3,193
y hsTnT (+)
ECG (+) y HFABP (-) y hsTnT | 5 7 12 0,417 0,583 1,833
)
ECG (+) y HFABP (+) y hsTnT | 3 0 3 1,000 0,000 Sin calc
)
ECG (+) y HFABP (-) y hsTnT | 3 1 4 0,750 0,250 7,700
(+)
ECG (+) y HFABP (+) y hsTnT | 45 2 47 0,957 0,043 57,750
(+)
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Tabla 2 Probabilidad de infarto agudo de miocardio y proporciones de probabilidades para pacientes con ECG
negativo segun la combinacion de sus resultados de H-FABP y troponina T.

Combinaciones de | IM | No- | Total | Probde | Prob de | Proporciéon de
biomarcadores IM IM no-IM probabilidades
HFABP (-) y hsTnT (-) 3] 183 186 0,016 0,984 0,076
HFABP (+) y hsTnT (-) O | 10 74 84 0,119 0,881 0,629
HFABP (-) y hsTnT (+)

HFABP (+) y hsTnT (+) 51 41 92 0,554 0,446 5,792

Tabla 3 Coeficientes de correlacion de Pearson entre las mediciones de H-FABP al ingreso, 1 h,2h, 3 hylas
mediciones de troponina T de alta sensibilidad al ingreso, 1 h,2h,3h,6 hy 12 h.

New_hsTnTAdmissi | New_hsTnT | New_hsTnT | New_hsTnT | New_hsTnT | New_hsTnT1
on 1 2 3 6 2
FABPAdmissi .578 .667 .552 .585 .576 457
on
FABP1 401 .664 .653 .780 797 .809
FABP2 408 .671 .669 737 .767 .806
FABP3 .388 .625 .685 734 .845 .863
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REIVINDICACIONES

1. Un método de estratificacion de riesgo de un sujeto que se presenta con dolor en el pecho que se
sospecha que es de naturaleza isquémica, en donde dicho sujeto tiene un ECG negativo, comprendiendo dicho
método la determinacion de los niveles de una troponina cardiaca y H-FABP en una muestra in vitro tomada del sujeto
en la presentacion en donde el valor de referencia para una troponina cardiaca para descartar un infarto agudo de
miocardio (IAM) es el percentil 99 de una poblacién de referencia, y en donde el valor de referencia para H-FABP para
descartar un 1AM es el percentil 95 de una poblacién de referencia, y en base a estos resultados, calculando la
probabilidad del sujeto de haber sufrido un IAM y la estratificacion de riesgo de dicho paciente en consecuencia.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde si la troponina cardiaca y la H-FABP son negativas, el sujeto
se coloca en una categoria de bajo riesgo de infarto agudo de miocardio.

3. El método de la reivindicacion 2, en donde una etapa adicional comprende la determinacién de los
niveles de H-FABP en una muestra adicional in vitro tomada del sujeto 3 horas después de la presentacion.

4. El método de la reivindicacién 1, en donde si una de las troponinas cardiacas o H-FABP es positiva, el
sujeto se coloca en una categoria de riesgo moderado de infarto agudo de miocardio.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde si la troponina cardiaca y la H-FABP son positivas, el sujeto
se coloca en una categoria de alto riesgo de infarto agudo de miocardio.

6. El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde el valor de referencia para H-FABP para
descartar un infarto de miocardio es de aproximadamente 2,5 ng/ml y un valor de H-FABP menor que este valor de
referencia se considera un resultado negativo e indica que el infarto de miocardio agudo no se ha producido.

7. El método de cualquier reivindicacion anterior, en donde la troponina cardiaca es troponina T cardiaca
(cTnT) y el valor de referencia para descartar un infarto de miocardio es de aproximadamente 0,014 ng/ml y un valor
de cTnT menor que este valor de referencia se considera un resultado negativo e indica que no se ha producido infarto
agudo de miocardio.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la troponina cardiaca es troponina |
cardiaca (cTnl).
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