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DESCRIPCION
Cistatina C y Galectina-3 como biomarcadores para la hipertension arterial pulmonar
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud de patente provisional Nos. 61/706,411 presentada el 27 de
septiembre de 2012; 61/822,111 presentada el 10 de mayo de 2013 y 61/880,459 presentada el 20 de septiembre de
2013.

Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con el uso de biomarcadores para enfermedades y afecciones del corazén para
regimenes de diagndstico y tratamiento, especialmente para el diagndstico y tratamiento de la hipertensién arterial
pulmonar (PAH).

Antecedentes

La hipertension arterial pulmonar (PAH) es un trastorno progresivo que se caracteriza por un aumento de la resistencia
vascular pulmonar que produce una disfuncion del ventriculo derecho y en ultima instancia, una insuficiencia cardiaca.
En consecuencia, los indices de disfuncion ventricular derecha son los indicadores de pronéstico mas importantes en
la hipertension arterial pulmonar. IXET AL divulga en el estudio "Cysratin C, Left Venticular Hypertrophy and Diagnostic
Dysfunction: Data from the Heart and Soul Study”, JOURNAL OF CARDIAC FAILURE, CHURCHILL LIVINGSTONE,
NAPERVILLE, IL, US, vol.12, no.8, 1 de Octubre del 2006, paginas 601-607, XP005686404, ISSN: 1071-9164, un
estudio en el que se examind la asociacion de la cistatina C sérica con hipertrofia ventricular izquierda (LVH), disfuncién
diastdlica y disfuncion sistélica en un estudio transversal entre 818 pacientes ambulatorios con enfermedades de la
arteria coronaria. Segun este estudio, se plantea la hipétesis de que los participantes en el cuartil de cistatina C mas
alto tenian mas probabilidades de presentar LVH y disfuncion diastélica en comparacién con los pacientes del cuartil
de cistatina C mas bajo.

UMESH C SHARMA ET AL: "Galectin-3 marks activated macrophages in failure-prone hypertrophied hearts and
contributes to cardiac dysfunction", CIRCULATION; LIPPINCOTT WILLIAMS & WILKINS, EE. UU., Vol. 110, no. 19,
9. de noviembre del 2004, paginas  3121-3128; XP008154272, ISSN: 0009-7322, DOI:
10.1161/01.CIR.0000147181.65298.4D esta dirigido al estudio que muestra que un aumento temprano de la expresion
3-galética identifica corazones hipertrofiados propensos a fallar. PEREZ VINICIO A DE JESUS ET AL: "Diagnosis and
management of pulmonary hypertension associated with left ventricular diastolic dysfunction": PULMONARY
CIRCULATION 2012 APR-JUN, vol. 2, no. 2, ABRIL del 2012, paginas 163-169, XP002757933, ISSN: 2045-8940 se
dirige al diagndstico y manejo de la hipertension pulmonar asociada con disfuncién diastélica ventricular izquierda. En
él se divulga que la hipertension pulmonar a menudo se asocia con insuficiencia cardiaca izquierda. Ademas,
BUCKLEY MITCHELL S ET AL: "Phosphodiesterase-5 inhibitors in management of pulmonary hypertension: safety,
tolerability and efficacy", DRUG, HEALTHCARE AND PATIENT SAFETY 2010, vol.2, 2010, paginas 151-161,
XP002757935, ISSN: 1179-1365 describe inhibidores de la fosfordiesterasa-5, en particular sildenafil, tadalafil y
vardenafil para tratar la hipertensién arterial pulmonar (PAH).

Los biomarcadores que reflejan el fallo del ventriculo derecho, incluido el péptido natriurético cerebral (BNP) y su
producto de escision N-terminal, NT-ProBNP, se utilizan actualmente para el diagndstico y prondstico de la
hipertensién arterial pulmonar. Sin embargo, la utilidad de BNP y NT-ProBNP como biomarcadores de hipertension
arterial pulmonar esta limitada por las falsas lecturas negativas que estos marcadores proporcionan en la hipertension
arterial pulmonar temprana, los niveles atenuados en la obesidad y las elevaciones fisioldgicas con la edad y el género
femenino, independientemente del estado cardiovascular.

Sumario de la invencion

La presente invencidn proporciona un método para identificar un candidato para el tratamiento de hipertensién arterial
pulmonar, en donde el método incluye proporcionar una muestra de un fluido biolégico de un sujeto de prueba;
determinar la concentracion de CysC y/o Gal-3 en la muestra del sujeto de prueba; comparar la concentracion de
CysC y/o Gal-3 determinada en la muestra del sujeto de prueba con un intervalo normal de concentracién de CysC
y/o Gal-3, respectivamente; determinar que el nivel de CysC y/o Gal-3 estd por encima del intervalo normal de
concentracién de CysC y/o Gal-3 y, por lo tanto, identificar al sujeto de prueba como un candidato para el tratamiento
de la hipertensién arterial pulmonar.

Aqui también se describe un método de diagndstico de hipertension arterial pulmonar en un sujeto de prueba, en
donde el método incluye proporcionar una muestra de un fluido biolégico de un sujeto de prueba; determinar el nivel
de CysC y/o Gal-3 en la muestra del sujeto de prueba; comparar el nivel de CysC y/o Gal-3 determinado en la muestra
del sujeto de prueba con un intervalo normal de niveles de CysC y/o Gal-3, respectivamente; determinar que el nivel
de CysC y/o Gal-3 esta por encima del intervalo normal de los niveles de CysC y/o Gal-3 y por lo tanto, diagnosticar
al sujeto de prueba como probable que esté sufriendo de hipertensién arterial pulmonar.
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Cuando los niveles tanto de CysC como de Gal-3 en la muestra del sujeto de prueba estan por encima del intervalo
normal para cada uno de estos biomarcadores, el nivel elevado de Gal-3 es un resultado confirmatorio y proporciona
un alto grado de confianza de que el sujeto de prueba sufre de hipertension arterial pulmonar.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los niveles de biomarcadores en sujetos control frente a PAH. Panel izquierdo: CysC, panel
central: BNP, panel derecho: NT-ProBNP. Los diagramas de caja muestran la distribucién de los datos, incluidos el
minimo (bigote inferior), el primer cuartil (parte inferior del rectangulo), mediana (linea horizontal dentro del rectangulo),
tercer cuartil (parte superior del rectangulo) y maximo (bigote superior).

Descripcion detallada

La hipertension arterial pulmonar (PAH) es uno de los cinco grupos de hipertension pulmonar (PH) de afecciones
clasificadas por la Organizacion Mundial de la Salud. Ademas de la condicién de hipertension arterial pulmonar del
Grupo 1, estas condiciones incluyen el Grupo 2: PH con enfermedad cardiaca izquierda; Grupo 3: PH con enfermedad
pulmonar y/o hipoxemia; Grupo 4: PH debida a enfermedad trombdtica y/o embdlica cronica; y Grupo 5: afecciones
diversas (que incluyen sarcoidosis, histiocitosis X, linfangiomatosis y compresién de los vasos pulmonares).

La PAH es una enfermedad grave, progresiva y potencialmente mortal del sistema de la vasculatura pulmonar,
caracterizada por vasoconstriccion profunda y una proliferaciéon anormal de células musculares lisas en las paredes
de las arterias pulmonares. La constriccion severa de los vasos sanguineos en los pulmones conduce a presiones
arteriales pulmonares muy altas. Estas altas presiones dificultan que el corazén bombee sangre a través de los
pulmones para ser oxigenado. Los pacientes con PAH sufren de dificultad respiratoria extrema cuando el corazén
bombea contra estas altas presiones. Los pacientes con PAH tipicamente desarrollan aumentos significativos en la
resistencia vascular pulmonar y elevaciones sostenidas en la presién de la arteria pulmonar, lo que en Ultima instancia
puede conducir a insuficiencia ventricular derecha y muerte. Los pacientes diagnosticados con PAH tienen un mal
pronéstico y una calidad de vida igualmente comprometida, con una esperanza de vida media de 2 a 5 afios desde el
momento del diagndstico si no se tratan.

Aunque la evaluacion de imagenes no invasiva de PAH se ha centrado tradicionalmente en la presion sistélica de la
arteria pulmonar derivada del ecocardiograma Doppler (PASP), el PASP estimado aun no ha demostrado su
importancia pronéstica. Por lo tanto, el valor de las imagenes cardiacas parece estar en la evaluacion de la adaptacion
del ventriculo derecho a la PAH. Tanto el RVEF, el volumen diastélico final del RV (RVEDV) como el volumen sistdlico
final de ventriculo derecho (RVESV) predicen insuficiencia cardiaca derecha, deterioro clinico y mortalidad. El reciente
desarrollo de nuevas técnicas de imagen permite una metodologia mas completa de la evaluacién del ventriculo
derecho que puede complementar las metodologias tradicionales. La geometria compleja del ventriculo derecho y la
orientacion predominantemente longitudinal de las miofibrillas ha conducido al desarrollo de la ecocardiografia de
rastreo de marcas, una técnica independiente del angulo para evaluar el movimiento del ventriculo derecho. Ademas,
la evaluacion ecocardiografica de las presiones de llenado del ventriculo derecho utilizando una combinaciéon de
Doppler de onda tisular y pulsado es un poderoso predictor de eventos cardiacos, estado funcional y capacidad de
ejercicio, lo que indica que la disfuncion diastolica del ventriculo derecho (RVDD) tiene importancia de prondstico en
la PAH. Usando una metodologia de imagenes multimodales en el mismo dia para caracterizar de manera integral el
ventriculo derecho, se probd la siguiente hipétesis: que CysC esta tan fuertemente asociada con el tamafio del
ventriculo derecho, funcién sistélica, distension y funcion diastdlica del ventriculo derecho como los biomarcadores
tradicionales, BNP y NT-ProBNP, en la hipertension arterial pulmonar (PAH).

La cistatina C (CysC) es una proteina basica no glicosilada, anteriormente conocida como "traza gamma" y se detect6
por primera vez en la orina, liquido cefalorraquideo y otros fluidos biolégicos de pacientes con insuficiencia renal.
Desde entonces, se ha utilizado como un marcador endégeno altamente sensible de la filtracidn renal. Sin embargo,
CysC también predice la insuficiencia cardiaca izquierda y la mortalidad cardiovascular en general. Ademas, la CysC
puede ser superior a NT-ProBNP en la prediccion de la mortalidad relacionada con la insuficiencia cardiaca izquierda
aguda. Significativamente y en contraste con el BNP y el NT-ProBNP, los niveles séricos de CysC parecen ser
independientes de la masa muscular, edad y género, lo que respalda el uso de los diagnésticos de CysC y el monitoreo
como un indicador méas confiable de la afeccidn arterial pulmonar.

La galectina-3 (Gal 3) es un marcador de insuficiencia cardiaca izquierda y mortalidad cardiovascular debida a
insuficiencia cardiaca congestiva (CHF). La galectina-3 es un miembro de la proteina de aproximadamente 30 Kd de
la familia de las lectinas, que contiene un dominio de reconocimiento de carbohidratos de aproximadamente 130
aminoacidos. La galectina-3 es una lectina especifica de galactosa que se enlaza a la IgE y esta involucrada en las
respuestas inflamatorias agudas que incluyen la activacién y adhesiéon de los neutrdfilos, la quimioatraccién de
monocitos y macrofagos, opsonizacion de los neutréfilos apoptéticos y activacion de los mastocitos.

Los inhibidores de la fosfodiesterasa-5 (inhibidores de la PDE-5), como sildenafil, tadalafil y vardenafil, se utilizan para
el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar (PAH): véase por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No.
8,377,933; como lo son los antagonistas de los receptores de la endotelina, como el ambrisentan, que se utiliza en el
tratamiento de la PAH para prevenir un mayor engrosamiento del sistema vascular pulmonar. La inhibicién de JAK2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2742291 T3

también se ha sugerido como otra metodologia terapéutica para el tratamiento de la PAH; véase la patente de Estados
Unidos No. 8,410,173. La patente de Estados Unidos No. 8,324,247 divulga el uso de antagonistas de los receptores
5-HT2A y 5-HT2B combinados para el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar.

Abreviaciones:

CMR: MRI cardiaco

CysC: Cistatina C

BNP: Péptido natriurético cerebral

NT-ProBNP: Péptido natriurético cerebral pro N-terminal
GFR: Rata de filtraciéon glomerular

LVEF: Fraccién de eyeccion ventricular izquierda
LVEDV: Volumen diastélico final ventricular izquierdo
LVESV: Volumen sistdlico final ventricular izquierdo
PAH: Hipertensién arterial pulmonar

PASP: Presion sistolica de la arteria pulmonar

RV: Ventriculo derecho

RVDD: Disfuncién diastélica ventricular derecha
RVEF: Fraccién de eyeccion ventricular derecha
RVEDV: Volumen diastdlico final ventricular derecho
RVESV: Volumen sistdlico final ventricular derecho
RSVP: Presion sistdlica ventricular derecha

TV E/e": proporcién valvula tricuspide de E/e'

TV E/A: proporcién valvula tricuspide de E/A

En una realizacion, la presente invencidn proporciona un método para identificar un candidato para el tratamiento de
hipertensién arterial pulmonar, en el que el método incluye: proporcionar una muestra de un fluido biolégico de un
sujeto; determinar la concentracion de CysC y/o Gal-3 en la muestra; comparar la concentracion de CysC y/o Gal-3
con un intervalo normal de concentracion de CysC y/o concentracion de Gal-3, respectivamente; y determinar que la
concentracion de CysC y/o Gal-3 esta por encima del intervalo de concentraciéon normal y, por lo tanto, identificar al
sujeto como candidato para el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar. La muestra de fluido bioldgico puede
ser cualquier muestra de fluido biolégico adecuada. Como por ejemplo y sin limitacion: una muestra de sangre, plasma
0 suero. Los sujetos de prueba que son candidatos para el tratamiento de la PAH presentan uno o mas de los
siguientes sintomas: dolor en el pecho, falta de aire, fluido en los pulmones y mareo.

En oftra realizacién, la invencién proporciona un método para identificar un candidato para el tratamiento de
hipertension arterial pulmonar, en donde la concentracién de CysC en la muestra se determina formando un complejo
de CysC en la muestra con un agente de enlace a CysC y determinando la concentraciéon del complejo. La
concentracion de CysC en la muestra con un agente de enlace a CysC esta relacionada con la concentracion de CysC
en la muestra. Una concentracion de CysC en la muestra por encima del intervalo normal es indicativo de que el sujeto
probablemente sufre de hipertension arterial pulmonar. El agente de enlace a CysC puede ser cualquier agente de
enlace a CysC adecuado, tal como, por ejemplo, un anticuerpo anti-CysC, por ejemplo, el anticuerpo anti-CysC del
ensayo Siemens ADVIA Chemistry.

En otra realizacion mas, la invencidon proporciona un método para identificar un candidato para el tratamiento de
hipertension arterial pulmonar, en donde la concentracion de Gal-3 en la muestra se determina formando un complejo
de Gal-3 en la muestra con un agente de enlace a Gal-3 y determinando la concentraciéon del complejo. La
concentracion de Gal-3 en la muestra con un agente de enlace a Gal-3 esta relacionada con la concentracion de Gal-
3 en la muestra. Una concentracion de Gal-3 en la muestra por encima del intervalo normal es indicativo de que el
sujeto probablemente sufre de hipertension arterial pulmonar. Alternativamente, en un sujeto que tiene una
concentracion por encima de lo normal de CysC en una muestra de un fluido biolégico, el hallazgo de una
concentracién de Gal-3 en la muestra por encima del intervalo normal es la confirmacién de que el sujeto
probablemente sufre de hipertensién arterial pulmonar. El agente de enlace a Gal-3 puede ser cualquier agente de
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enlace a Gal-3 adecuado, tal como, por ejemplo, un anticuerpo anti-Gal-3, por ejemplo, el anticuerpo anti-Gal-3 del
ensayo Siemens ADVIA Chemistry.

Aqui se describe un método para identificar y tratar un candidato para el tratamiento de hipertension arterial pulmonar,
en donde el método incluye: proporcionar una muestra de un fluido biolégico de un sujeto; determinar la concentracién
de CysC y/o Gal-3 en la muestra; comparar la concentracion de CysC y/o Gal-3 con un intervalo normal de
concentracién de CysC y/o concentracion de Gal-3, respectivamente; y determinar que la concentracién de CysC y/o
Gal-3 esta por encima del intervalo de concentracion normal y por lo tanto, identificar al sujeto como candidato para el
tratamiento de hipertension arterial pulmonar (PAH) y tratar al sujeto con una terapia para la PAH. La terapia para la
PAH puede ser cualquier terapia para la PAH adecuada, como por ejemplo el tratamiento con un inhibidor de la PDE-
5, como sildenafil, tadalafil o vardenafil; o un antagonista del receptor de endotelina, tal como ambrisentan.

Ademas, aqui se describe un método para monitorizar un tratamiento de la hipertensién arterial pulmonar, en donde
el método incluye: proporcionar dos o0 mas muestras de un fluido biolégico de un sujeto en diferentes momentos
durante la terapia para la hipertensiéon arterial pulmonar; determinar la concentracion de CysC en las muestras;
comparar la concentracién de CysC determinada en al menos dos de las muestras; y de ese modo monitorizar el
tratamiento de la hipertension arterial pulmonar.

Ejemplos

Todas las pruebas en humanos se realizaron de conformidad con todos los requisitos reglamentarios estatales
federales y locales y bajo la aprobacién de una Junta de Revision Institucional (IRB).

Ejemplo 1: Comparacion de la CysC con marcadores estandar para el diagndstico y monitorizacion de la
hipertension arterial pulmonar (PAH)

Inscripcidn para pruebas clinicas: clinicaltrials.gov, NCTO1491646
Materiales y métodos:
Poblacién del estudio.

El estudio prospectivo fue aprobado por la Junta Nacional de Revision Institucional de Salud Judia y se obtuvo el
consentimiento informado de todos los sujetos. Los sujetos fueron reclutados e inscritos consecutivamente de la
Clinica Nacional de Cardiologia de la Salud Judia. Todos los sujetos tenian 18 afios o mas y no tenian
contraindicaciones para la MRI cardiaca (CMR). Para eliminar las causas alternativas de la elevacion o atenuacién de
los biomarcadores, los sujetos se excluyeron si tenian cardiomiopatia; enfermedad de la arteria coronaria significativa
(antecedentes de infarto de miocardio; revascularizacién mecanica, incluida la intervencion coronaria percutanea o la
cirugia de desviacién de la arteria coronaria; o estenosis de la arteria coronaria superior al 50%); es decir, enfermedad
cardiaca valvular por encima de moderada; insuficiencia renal avanzada (rata de filtracién glomerular inferior a o igual
a 30 ml/kg/1,73 M?) o enfermedad hepatica avanzada (cirrosis, infeccion cronica por hepatitis B o C, o cancer). Los
controles fueron asintomaticos, sin enfermedad pulmonar parenquimatosa, hipertension pulmonar o historia de
tabaquismo. Antes de la inscripcion, todos los sujetos con PAH tenian una PAH previamente probada con cateterismo
derecho del corazén segun los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud, asi como disfuncién diastélica
ventricular derecha (RVDD) por ecocardiograma realizado dentro de las dos semanas anteriores a la inscripcion. Los
datos biométricos, incluidos la edad, género y el indice de masa corporal (BMI), asi como la Clase Funcional de la
Asociacion Cardiaca de Nueva York, se recopilaron el dia del desempefio del protocolo.

Ecocardiografia Doppler.

La adquisicion de datos se realizé con un sistema de ultrasonido Vivid 7 (General Electric Medical System, Milwaukee,
WI, Estados Unidos) equipado con un transductor de 3 MHz. Las grabaciones de imagen Doppler pulsado tisular se
obtuvieron de una vista apical de cuatro camaras durante una breve pausa de final de expiracion. Usando la
ecocardiografia Doppler de onda pulsada, se obtuvieron los parametros de llenado del ventriculo derecho, incluidas
las velocidades pico de llenado temprano (E) y tardio (A) (cm/s) y la proporcion E/A. Usando Doppler tisular pulsado,
se obtuvieron las velocidades diastdlicas (cm/s) del anillo tricuspideo lateral y septal, asi como la proporciéon E/E'".
RVDD se definié como etapa | (TV E/A <0,8, TV E/e' >6 y DT >120 ms) o etapa Il (TV E/A= 0,8-2,1, E/e' >6, y DT >120
ms) segun las pautas de la Sociedad Americana de Ecocardiografia. La presion sistélica ventricular derecha (RVSP)
se estimo utilizando el método de la envoltura para regurgitacion tricuspidea descrito por Yock et al., Circulation. 1984,
70:657-62.

Tension longitudinal del ventriculo derecho.

Tras la adquisicion de la ecocardiografia bidimensional, se importaron imagenes apicales de cuatro camaras en Syngo
Velocity Vector Imaging v2.0 (Siemens Medical Solutions USA, Inc., Mountain View, California) para la medicién de la
tension. El borde endocardico del ventriculo derecho se trazé manualmente en un marco sistélico medio y se rastre6
automaticamente para determinar la tensién longitudinal miocardica maxima del ventriculo derecho basal de pared
libre tal como se describidé anteriormente (Pirat et al., Am J of Card 2006, 98:699-704).
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MRI cardiaco.

La CMR se realizé el mismo dia que la ecocardiografia. Los sujetos se sometieron a imagenes de CMR en posicién
supina utilizando un sistema de MRI clinico de 1,5 T (Magnetom Avanto, Siemens Medical Solutions, Erlangen,
Alemania) y una bobina cardiaca de matriz de fase de ocho canales. El eje cardiaco corto se determin6 a partir de
imagenes exploratorias en el nivel del ventriculo medio, eje vertical largo y un eje horizontal largo. El plano de imagen
del eje corto basal se colocd mas alla del nivel del plano de la valvula tricispide. Se us6 una técnica de precesion libre
en estado estable con activacion retrospectiva para obtener imagenes desde la base hasta el vértice durante breves
retenciones respiratorias al final de la expiracién utilizando cortes contiguos de eje corto en incrementos de 8 mm. El
analisis funcional y volumétrico del ventriculo derecho y del ventriculo izquierdo se realiz6 fuera de linea mediante un
lector ciego que utiliza un software disponible comercialmente (Argus, Syngo MR B17, Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Alemania). Los contornos del final de la diastole y del final de la sistole del ventriculo derecho e izquierdo
se rastrearon manualmente para cada corte. La RVEDV y RVESYV se determinaron de acuerdo con la regla de Simpson
modificada (véase Lorenz et al., J Cardiovasc Magn Reson 1999, 1:7-21). Se calcularon la RVEF vy el indice cardiaco
(RV CI). Se aplicé la misma metodologia para la determinacién de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
(LVEF), volumen diastélico final del ventriculo izquierdo (LVEDV) y el volumen sistdlico final del ventriculo izquierdo
(LVESV).

Diagnésticos de Laboratorio.

La BNP, CysC, NT-ProBNP vy creatinina se recolectaron de todos los sujetos mediante flebotomia inmediatamente
antes de la ecocardiografia y la CMR. Tras la recoleccioén y la centrifugacion, las muestras se dividieron en partes
alicuotas y se almacenaron a -20 °C usando plasma-EDTA (BNP, CysC) o suero (NT-ProBNP, creatinina). Una vez
finalizado el estudio, todas las muestras se enviaron a un laboratorio central para su analisis. La concentracién de
BNP en plasma se determind utilizando el inmunoensayo ADVIA Centaur, los niveles de CysC y creatinina se midieron
utilizando los ensayos quimicos ADVIA, y la concentracién de NT-ProBNP se determiné utilizando el inmunoensayo
Visa (Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, Nueva York). Todas las muestras se ejecutaron por triplicado y
fueron promediadas por un solo operador que estaba cegado a la ecocardiografia, la CMR y las caracteristicas de los
pacientes. La rata de filtracion glomerular (GFR) se calculd utilizando la ecuaciéon de modificaciéon de la dieta en el
estudio de enfermedad renal.

Analisis estadistico.

Debido a que el analisis de histograma con la prueba de Kolmogorov-Smirnov no pudo verificar una distribuciéon normal,
se uso la prueba de la suma de rangos de Wilcoxon para comparar la CysC, BNP, NT-ProBNP, GFR, edad, género y
BMI entre los grupos control y PAH. Se reporta la mediana con intervalo intercuartil asociado para datos continuos y
porcentajes para datos categoricos. Los coeficientes de correlacion de Spearman se utilizaron para probar la fuerza
de la relacién entre la CysC, BNP, NT-ProBNP y los marcadores de presién, tamario, funcion sistélica y funcién
diastélica del RV utilizando JMP v9.0 (SAS Institute, Cary, NC). Los valores de p <0,05 se consideraron
estadisticamente significativos (NS= no significativo).

Resultados: Un total de veinticuatro sujetos fueron inscritos, incluyendo catorce con PAH y diez controles. La PAH fue
idiopatica (N= 12) o asociada con la enfermedad del tejido conectivo (N= 2). No hubo diferencias en el género entre
los grupos de control y PAH (70% vs. 79%, p= NS). Ademas, no hubo diferencias significativas en la edad o BMI como
se muestra en la Tabla 1 a continuacion.

Tabla 1: Caracteristicas biométricas y demograficas en grupos control y PAH.

Control (N=10) PAH (N=14) Valor p
Edad (afios) 59 (54-66) 64 (60-70) NS
BMI (kg/m?) 25 (23-26) 28 (24-31) NS
GFR (cc/min/1,73 m?) 75 (70-84) 71 (48-101) NS
LVEF (%) 71 (66-79) 69 (63-75) NS
LVEDV (cc) 96 (78-106) 87 (73-112) NS
LVESV (cc) 27 (19-35) 27 (22-46) NS
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Control (N=10) PAH (N=14) Valor p

Los datos se reportan como valor de la mediana con el intervalo intercuartil asociado entre
paréntesis. BMI= indice de masa corporal, GFR= rata de filtracion glomerular, LVEF= fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo, LVEDV= volumen diastélico de la eyeccién del ventriculo
izquierdo y LVESV= volumen sistdlico final del ventriculo izquierdo.

Debido a la posibilidad de que las diferencias en la funcion renal confundan las comparaciones de la CysC, se calcul6
MDRD GFR (rata de filtracion glomerular con base en la ecuacién de la modificacion de la dieta en la enfermedad
renal) y se encontré que era similar entre los dos grupos (mediana 75 mi/kg/1,73 M2, intervalo intercuartil 71-84
ml/kg/1,73 M2 en controles vs. 71 ml/kg/1,73 M2, intervalo intercuartil 48-101 ml/kg/1,73 M? en sujetos con PAH, p=
NS). De manera similar, no hubo diferencias significativas entre los grupos en cuanto a los marcadores de la morfologia
o funcién del ventriculo izquierdo, incluidas la LVEF, LVEDV o la LVESV. Nueve de los 14 sujetos con PAH recibieron
tratamiento farmacoldgico dirigido el dia de finalizacidn del protocolo (7 sildenafil, 1 tadalafil y 1 ambrisentan). Todos
los sujetos con PAH fueron de la clase funcional Ill de la asociacién cardiaca de Nueva York (NYHA FC), y todos los
controles fueron asintomaticos.

Niveles de biomarcador.

Los niveles de la CysC fueron anormalmente elevados y significativamente mas altos en el grupo de PAH en
comparacion con los controles (mediana de 1,06 mg/L, intervalo intercuartil 0,86-1,24 mg/L frente a 0,79 mg/L, intervalo
intercuartil 0,75-0,83 mg/L, p ,001, intervalo de referencia de 0,53-0,95 mg/L) (ver Figura 1). De manera similar, en
comparacioén con los controles, los sujetos con PAH tuvieron niveles mas altos tanto de BNP (mediana de 3 ng/ml,
intervalo intercuartil 0-15 ng/ml frente a 63 ng/ml, intervalo intercuartil 34-220 ng/ml, p= 0,0003, intervalo de referencia
0-100 ng/ml) como de NT-ProBNP (mediana 40 pg/ml, intervalo intercuartil 23-63 pg/ml frente a 462 pg/ml, intervalo
intercuartil 63-2383 pg/ml, p= 0,0004, intervalo de referencia 0-125 pg/ml). Consistente con el efecto conocido de la
funcion renal en estos biomarcadores, los niveles de la CysC y NT-ProBNP se correlacionaron negativamente con la
GFR (r= -0,43, p= 0,03 y r= 0,48, p= 0,02, respectivamente). Ademas, el BNP se acercé a una relacion
estadisticamente significativa con la GFR (r=-0,40, p= 0,05). Ninguno de los biomarcadores se correlacioné con edad,
género o BMI.

Tabla 2: Caracteristicas basales en la presion, tamafo, funcién sistélica y funcién diastélica del ventriculo derecho
en sujetos control frente a PAH.

Control PAH Valor p

RVSP (mmHg) 28 (22-32) 57 (46-65) < 0,0001
RVEF (%) 51 (44-55) 35 (27-39) 0,0005
Tension maxima lateral del RV -39 (-53 a -23) -22 (-28 a -14) 0,02
Rata de la tension maxima lateral del RV |-3 (-4 a -1) -1,1(-1,8a-0,9) NS
(1/s)

RVEDV (cc) 122 (105-171) 192 (140-208) 0,04
RVESYV (cc) 59 (46-94) 125 (75-152) 0,004
Masa del RV (g/M?)' 13 (11-17) 23 (19-29) 0,0001
TV E/e' 3,4 (2,5-4,1) 5,9 (4,8-6,7) 0,0002
TVe' 12,5 (10,8-15,6) 6,3 (5,9-7,1) <0,0001
TV E/A 1,7 (1,3-2,1) 0,8 (0,7-1,1) 0,003
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Control PAH Valor p

Los datos se reportan como valor de la mediana con el intervalo intercuartil asociado entre
paréntesis. RVSP= presion sistdlica del ventriculo derecho, RVEF= fraccién de eyeccion del
ventriculo derecho, RVEDV= volumen diastdlico de la eyeccidn del ventriculo derecho, RVESV=
volumen sistdlico final del ventriculo derecho, TV E/e'= proporcion de velocidad méxima valvula
tricuspide E a e', TV e'= velocidad valvula tricuspide €', y TV E/A= proporcién de velocidad maxima
valvula tricispide E a A.

Funcidn y presion sistolica ventricular derecha

En comparacion con los controles, el grupo de PAH tuvo menor RVEF, mayor RVEDV y RVESV, y RVSP mas alto
como se muestra en la Tabla 2, anteriormente. Los niveles de la CysC se correlacionaron positivamente con RVSP,
tension lateral maxima del RV y la rata de la tension lateral maxima del RV y se correlacionaron negativamente con
RVEF como se muestra en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3: Coeficientes de Spearman para correlaciones entre biomarcadores e indices de presién del RV y funcion

sistolica.

CysC BNP NT-ProBNP
RVSP 0,61 (<0,01) 0,69 (<,01) 0,74 (<0,01)
RVEF -0,58 (<0,01) -0,55 (<0,01) -0,61 (<0,01)
Tension lateral maxima del RV 0,51 (0,01) 0,41 (0,04) 0,49 (0,02)
Rata de la tension lateral maxima del RV 0,51 (0,01) 0,36 (NS) 0,45 (0,03)

Los valores p se reportan entre paréntesis. RVSP= presion sistolica del ventriculo derecho, RVEF=
fraccion de eyeccién del ventriculo derecho.

Aunque tanto el BNP como el NT-ProBNP estaban més fuertemente correlacionados con el RVSP que con la CysC,
la CysC demostré una relacion més fuerte con la tensién del ventriculo derecho y la rata de la tension que el BNP o el
NT-ProBNP, y una correlacion comparable con la RVEF.

Morfologia ventricular derecha y funcion diastélica

Los indices de remodelacién miocardica, incluidos RVEDV, RVESV Yy el indice de masa del RV, aumentaron en el
grupo de PAH en relacién con los controles (ver la Tabla 2 anteriormente). Ademas, en los sujetos con PAH, los
marcadores de la funcién diastélica del ventriculo derecho, incluidos TV E/e'y TV E/A, aumentaron significativamente,
y TV €' se redujo significativamente, en relacion con los controles. La CysC se correlaciono positivamente con RVEDV,
RVESYV, indice de masa ventricular derecha y E/e' ventricular derecha y se correlaciond negativamente tanto con TV
E/A como con TV e'. Las relaciones de la BNP y NT-ProBNP con RVEDV, RVESV, masa ventricular derechay TV E/e'
se correlacionaron con la CysC (ver las Tablas 4 y 5 a continuacion).

Tabla 4. Coeficientes de Spearman para correlaciones entre biomarcadores e indices de morfologia del ventriculo

derecho.
CysC BNP NT-ProBNP
Masa del RV g/M2 0,67 (<0,01) 0,70 (<0,01) 0,67 (<0,01)
RVESYV (cc) 0,58 (<0,01) 0,52 (<0,01) 0,58 (<0,01)
RVEDV (cc) 0,50 (,01) 0,44 (0,03) 0,42 (<0,04)
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CysC BNP NT-ProBNP

Los valores de p se indican entre paréntesis. RVEDV= fraccién de eyeccion del ventriculo derecho,
RVESV= volumen sistdlico final del ventriculo derecho.

Tabla 5. Coeficientes de Spearman para correlaciones entre biomarcadores e indices de la funcién diastdlica del
ventriculo derecho.

CysC BNP NT-ProBNP
TV e' (cm/s) -0,75 (<0,01) -0,61 (<0,01) -0,66 (<0,01)
TV Efe’ 0,57 (<0,01) 0,57 (<0,01) 0,58 (<0,01)
TV E/A -0,50 (0,01) -0,41 (0,04) -0,38 (NS)

Los valores p se indican entre paréntesis. TV e'= velocidad de la valvula tricuspide €', TV E/e'=
proporcion de la velocidad maxima de la valvula tricispide E a €', y TV E/A= proporcion de la
velocidad maxima de la valvula tricuspide E a A.

Como se muestra anteriormente en la Tabla 5, las correlaciones de la CysC con TV €'y TV E/A fueron mas fuertes
que las correlaciones con la BNP y NT-ProBNP.

La CysC frente a la rata de filtracion glomerular para las correlaciones del ventriculo derecho

Se suele considerar que la CysC es un indicador sensible de la funcién renal, pero en esta cohorte, la CysC solo se
correlacionéd moderadamente con la GFR (r=-0,43, p= 0,03). Aunque se identificaron asociaciones significativas entre
la GFR y la RVEF y el indice de masa del RV, la fuerza de esas asociaciones fue mas débil que las asociaciones entre
la CysC y estos indices (r= 0,51 frente a 0,58 y 0,43 frente a 0,67, respectivamente). Ademas, la GFR no predijo la
tension, la rata de tension, la RVSP o ningiin marcador de la funcién diastdlica del RV.

Ejemplo 2: Comparacion de la Gal-3 con marcadores estandar para el diagndstico y monitoreo de la
hipertensién arterial pulmonar

Usando un estudio prospectivo, quince sujetos con hipertension arterial pulmonar (PAH) probada con cateterismo
cardiaco derecho y diez controles pareados por edad se sometieron a ecocardiografia, MRI cardiaco (CMR) y
flebotomia para la Galectina-3 (Gal 3) y creatinina, en el mismo dia. La resonancia magnética cardiaca (CMR) se
utilizé para calcular la fraccion de eyeccién del ventriculo izquierdo (LVEF), la fraccidon de eyeccion del ventriculo
derecho (RVEF), el volumen sistdlico final del ventriculo derecho (RVESV) y la masa del ventriculo derecho. La
ecocardiografia se utilizé para estimar la presion sistélica del ventriculo derecho (RVSP), asi como para evaluar la
funcién diastdlica del ventriculo derecho utilizando la velocidad de la valvula tricispide (TV) e'y E/e'.

Todos los sujetos con hipertension arterial pulmonar (PAH) fueron idiopaticos (N= 12) o asociados con enfermedades
del tejido conectivo (N= 3). No hubo diferencias significativas en edad, género, indice de masa corporal, rata de
filtracion glomerular estimada o LVEF entre los controles y los sujetos con PAH. La RVSP en los sujetos con PAH fue
significativamente elevada frente a los controles (58 + 17 mmHg frente a 26 + 8 mmHg, p <0,01). Los niveles de Gal-
3 se elevaron significativamente en el grupo de PAH en comparacion con los controles (18 £ 5 frente a 11 £ 2, p <,01).
Los niveles de Gal-3 se correlacionaron positivamente con RVSP (r= 0,53, p <0,01), RVESV (r= 0,41, p <0,04), masa
del RV (r=0,47, p <0,01) y TV E/e' (r= 0,65, p <0,01). La Gal-3 se correlacioné negativamente con RVEF (r=-0,41, p=
0,04)y TV €' (r=-0,61, p <0,01).

Este estudio proporciona evidencia de que los niveles de Gal-3 son predictivos de la presiéon pulmonar, la funcién
sistolica del ventriculo derecho, la funcién diastdlica y la morfologia, independientes de la funcion sistdlica del
ventriculo izquierdo y que la Gal-3 proporciona un nuevo biomarcador para el diagndstico y monitoreo de la
hipertensién arterial pulmonar.

Discusion:

En el estudio prospectivo de CysC, catorce sujetos con hipertension arterial pulmonar confirmada con cateterismo
cardiaco derecho y diez controles sanos se sometieron a evaluaciones exhaustivas en el mismo dia que incluyeron
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imagenes de resonancia magnética cardiaca (CMR), ecocardiografia y extraccion de sangre con el fin de evaluar la
CysC como un biomarcador viable en la hipertensién arterial pulmonar. El nivel observado de la CysC, comunmente
considerado como un marcador sensible de la funcién renal, estda anormalmente elevado en los sujetos con
hipertensién arterial pulmonar en comparacion con los controles y el grado de disfuncion ventricular derecha sistélica
y diastdlica, asi como la presion sistdlica del ventriculo derecho (RVSP), se encontré que todos estaban
significativamente correlacionados con los niveles de CysC, lo que apoya la utilidad de la CysC como biomarcador de
la hipertensién arterial pulmonar (PAH).

Con base en la fuerza de las asociaciones con métricas que se sabe que poseen valor de prondstico en la PAH, la
CysC se desempeiié de manera similar a los dos biomarcadores de la PAH establecidos, la BNP y NT-ProBNP. A
diferencia de la BNP y NT-ProBNP, la CysC tiene la ventaja de ser independiente de la edad, el género y la masa
muscular para determinar la funcién renal, lo que la hace un biomarcador de la PAH potencialmente mas atractivo que
el BNP y el NT-ProBNP; ambos varian dependiendo de un niumero de parametros no relacionados con la PAH. Aunque
los niveles de CysC estan elevados en la insuficiencia cardiaca izquierda, la poblacion del presente estudio estaba
libre de factores de confusion significativos, incluida la enfermedad cardiaca izquierda, incluida la disfuncion sistélica
del ventriculo izquierdo, isquemia o la enfermedad valvular; por lo tanto, se puede estar muy seguro de que los niveles
elevados de CysC que se observaron se debieron a la hipertensién arterial pulmonar.

La insuficiencia renal predice la insuficiencia cardiaca derecha en la hipertension arterial pulmonar. Debido a que la
CysC es un indicador sensible de la filtracién renal, los niveles elevados de CysC observados podrian simplemente
reflejar disminuciones en la funcién renal. Sin embargo, la falta de una diferencia en la rata de filtracion glomerular
(GFR) entre los sujetos con hipertension arterial pulmonar y los controles, frente a una diferencia significativa entre los
grupos en los niveles de CysC, niega esto como una posibilidad. Ademas, la GFR se correlacioné solo con la fraccién
de eyeccion del ventriculo derecho (RVEF) y el indice de masa del ventriculo derecho, pero la CysC se correlacion6
con varios marcadores del ventriculo derecho, lo que demuestra nuevamente que la CysC es un marcador mas
especifico de remodelacién miocardica que la disfuncion renal. Esta nocion se apoya en el hecho de que los niveles
séricos de CysC se asocian independientemente con los indices de hipertrofia ventricular izquierda, incluida la masa,
la concentricidad y el grosor de la pared, segun lo medido por CMR. Ademas, se sabe que la CysC inhibe la actividad
elastolitica en extractos de miocardio de ratas hipertensas, lo que indica un papel en la deposicion de matriz
extracelular.

Estos resultados demuestran la utilidad de la CysC como un biomarcador para la hipertension arterial pulmonar. Los
sujetos tenian una gravedad intermedia de la enfermedad: todos eran clase funcional lll de la Asociacion Cardiaca de
Nueva York (NYHA) y tenian elevaciones moderadas en el BNP, NT-ProBNP y presion sistélica del ventriculo derecho
(RVSP) con funcion sistélica del ventriculo derecho moderadamente disminuida. Estos hallazgos también pueden
aplicarse al resto del espectro de la enfermedad de hipertension arterial pulmonar. El presente estudio no abordo esta
posibilidad debido al hecho de que la poblacién de este tenia una funcién renal relativamente preservada.

El uso de la RVSP derivada del eco como un sustituto de la hemodinamica pulmonar invasiva introduce el potencial
de una sobre o subestimacion significativa de la presion sistdlica de la arteria pulmonar (PASP). Debido a que el
ventriculo derecho es una camara altamente dependiente de la carga, las correlaciones entre los datos de imagenes
del ventriculo derecho y el biomarcador estan sujetos a una posible mala interpretacion por las condiciones de carga
variables. Sin embargo, en el estudio reportado aqui, la adquisiciéon de imagenes y biomarcadores se realizé de forma
consecutiva el mismo dia para minimizar el potencial de sesgo significativo.

El presente estudio se ve reforzado por su disefio prospectivo y su metodologia de imagenes multimodales. Para las
imagenes del ventriculo derecho, el MRI cardiaco, se utilizé el estandar de oro actual para la evaluacion del corazén
derecho. Ademas de emplear métricas de imagen ventricular derecha convencionales (incluido el tamafo del
ventriculo derecho y la funcién sistélica), se evaluaron marcadores nuevos, facilmente adquiridos y potencialmente
relevantes desde el punto de vista clinico, incluido la tension ventricular derecha y la funcién diastélica, lo que refuerza
aun mas la relevancia de los hallazgos reportados anteriormente.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para identificar un candidato para el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar, que comprende:
proporcionar una muestra de un fluido biolégico de un sujeto;
determinar la concentracion de CysC y/o Gal-3 en la muestra;

comparar la concentracion de CysC y/o Gal-3 en la muestra con un intervalo normal de concentracion de CysC y/o
concentracion de Gal-3, respectivamente;

y determinar que la concentracion de CysC y/o Gal-3 esta por encima del intervalo normal de concentracion de CysC
y/o Gal-3, respectivamente, y de ese modo identificar al sujeto como un candidato para el tratamiento de hipertension
arterial pulmonar.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto padece uno o mas sintomas seleccionados de dolor en el
pecho, falta de aire, fluido en los pulmones y mareos.

3. El método de la reivindicacion 1, en donde el fluido bioldgico del sujeto comprende sangre, plasma o suero.

4. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la concentracion de CysC en la muestra se determina formando un
complejo de CysC en la muestra con un agente de enlace a CysC y determinando la concentracién del complejo.

5. El método de la reivindicacion 1, en donde la concentracion de Gal-3 en la muestra se determina formando un
complejo de Gal-3 en la muestra con un agente de enlace a Gal-3 y determinando la concentracion del complejo.

6. El método de la reivindicacion 1, en donde la concentracion por encima del intervalo normal de concentracion de
CysC o Gal-3 en la muestra es indicativa de que el sujeto probablemente sufre de hipertensién arterial pulmonar.

7. El método de la reivindicaciéon 1, en donde la concentracion de CysC y Gal-3 en la muestra estan por encima del
intervalo de concentracién normal.

8. El método de la reivindicacion 1, en donde
a) la concentracion de CysC en la muestra es superior a 0,83 mg/L, o
b) en donde la concentracion de Gal-3 en la muestra es superior a 13 mg/L, o

c) en donde tanto la concentraciéon de CysC en la muestra es superior a 0,83 mg/L como la concentracién de Gal-3 en
la muestra es superior a 13 mg/L

y opcionalmente en el caso de c) que comprende ademas usar una terapia para tratar la hipertensién arterial
pulmonar del sujeto.

9. Un método para monitorizar la hipertension arterial pulmonar en un sujeto, el método que comprende:
proporcionar dos 0 mas muestras de un fluido bioldgico de un sujeto en diferentes momentos;
determinar la concentracion de CysC en las muestras;

comparar la concentracion de CysC determinada en al menos dos de las muestras; y

de esta forma monitorizar la hipertensién arterial pulmonar.

10. El método de la reivindicacion 9, que comprende ademas

determinar la concentracion de Gal-3 en las muestras;

comparar la concentracion de Gal-3 determinada en al menos dos de las muestras; y

de esta forma monitorizar la hipertensién arterial pulmonar.

11. El método de la reivindicaciéon 9, en donde las dos o0 mas muestras son de momentos durante un tratamiento
terapéutico para la hipertension arterial pulmonar.

12. El método de la reivindicacién 10, en donde las dos o mas muestras son de momentos durante un tratamiento
terapéutico para la hipertension arterial pulmonar.

13. Un método para identificar a un sujeto en riesgo de desarrollar un tratamiento de hipertensién arterial pulmonar,
comprendiendo el método:
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proporcionar una muestra de un fluido biolégico de un sujeto;
determinar la concentracion de CysC y/o Gal-3 en la muestra;

comparar la concentracion de CysC y/o Gal-3 en la muestra con un intervalo normal de concentracion de CysC y/o
concentracion de Gal-3, respectivamente;

y determinar que la concentraciéon de CysC y/o Gal-3 esta por encima del intervalo normal de concentracion de CysC
y/o Gal-3, respectivamente, y de ese modo identificar al sujeto como en riesgo de desarrollar hipertension arterial

pulmonar.
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