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@Resumen:

GDF15 en orina como biomarcador de dafio renal.

La presente invencién protege y proporciona
evidencias experimentales para los siguientes
aspectos:

a. los niveles urinarios de GDF15 incrementados en
varios modelos de dafio renal, agudo y crénico, por
tanto, constituyen un biomarcador de dafio renal;

b. los niveles urinarios de GDF15 contribuyen a
diferenciar la causa del dafio renal en pacientes
diabéticos, diferenciando entre pacientes diabéticos
con nefropatia diabética y sin nefropatia diabética; y

c. los niveles urinarios de GDF15 identifican pacientes
ya diagnosticados de ERC (enfermedad renal crénica)
gue tienen un altisimo riesgo de muerte, en concreto
el 100% de los pacientes con GDF15 urinario
>13,8ng/mg fallecié durante un seguimiento medio de
30 meses.
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DESCRIPCION

GDF15 en orina como biomarcador de dafio renal.

Campo de la técnica

La presente invencidn se refiere a un método y a un kit para el diagndstico y/o prondstico de dafio renal
que comprende analizar una muestra de orina obtenida de un paciente y determinar los niveles

urinarios del factor 15 de crecimiento y diferenciacién (GDF15).

Antecedentes de la invencidn

La enfermedad renal crénica (ERC) o insuficiencia renal crénica (IRC) es una pérdida progresiva (por tres
meses o mas) e irreversible de las funciones renales, cuyo grado de afeccidon se determina con un
filtrado glomerular (FG) <60 ml/min/1.73 m?. Como consecuencia, los rifiones pierden su capacidad para

eliminar desechos, concentrar la orina y conservar los electrolitos en la sangre.

Los sintomas de un deterioro de la funcién renal son inespecificos y pueden incluir una sensacién de

malestar general y una reduccion del apetito.

A menudo, la ERC se diagnostica como resultado del estudio en personas en las que se sabe que estan
en riesgo de problemas renales, tales como aquellos con presién arterial alta o diabetes y aquellos con
parientes con ERC. La insuficiencia renal créonica también puede ser identificada cuando conduce a una

de sus reconocidas complicaciones, como las enfermedades cardiovasculares, anemia o pericarditis.

Las causas mdas comunes de ERC son la nefropatia diabética, hipertensién arterial, y glomerulonefritis.

Juntas, causan aproximadamente el 75% de todos los casos en adultos de ERC. En la practica clinica, la
mayoria de las nefropatias progresan lentamente hacia la pérdida definitiva de la funcién renal.
Histéricamente, las enfermedades del rifion han sido clasificadas segun la parte de la anatomia renal

gue estd implicada:

- Vascular, incluye enfermedades de los grandes vasos sanguineos, como estenosis de la arteria
renal bilateral, y enfermedades de los vasos sanguineos pequeios, como nefropatia isquémica,
sindrome urémico hemolitico y vasculitis.

- Glomerular, abarcando a un grupo diverso y subclasificado en: Enfermedad glomerular primaria,
como glomeruloesclerosis focal y segmentaria y nefropatia por IgA.

- Enfermedad glomerular secundaria, como nefropatia diabética y nefritis lupus.
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- Tdbulo intersticial, incluyendo enfermedad poliquistica renal, nefritis tubulointersticial crénica
inducida por drogas o toxinas, y nefropatia de reflujo.

- Obstructiva, por ejemplo, con piedras del rifién bilaterales y enfermedades de la préstata.

Los pacientes de ERC sufren de aterosclerosis acelerada y tienen incidencia mas alta de enfermedades
cardiovasculares, con un prondstico mas pobre. Inicialmente no presentan sintomas especificos y
solamente puede ser detectada como un aumento en la creatinina del plasma sanguineo. A medida que

la funcién del rifdn disminuye:

- La presion arterial esta incrementada debido a la sobrecarga de liquidos y a la produccion de
hormonas vasoactivas que conducen a la hipertensién y a una insuficiencia cardiaca congestiva.

- La urea se acumula, conduciendo a la azoemia y en ultima instancia a la uremia (los sintomas
van desde el letargo a la pericarditis y a la encefalopatia).

- El potasio se acumula en la sangre (lo que se conoce como hiperpotasemia), con sintomas que
van desde malestar general a arritmias cardiacas fatales.

- Se disminuye la sintesis de eritropoyetina (conduciendo a la anemia y causando fatiga)

- Sobrecarga de volumen de liquido, los sintomas van desde edema suave al edema agudo de
pulmoén peligroso para la vida.

- La hiperfosfatemia, debido a la retencién de fosfato que conlleva a la hipocalcemia (asociado
ademas con la deficiencia de vitamina D3 activa) y al hiAerparatiroidismo secundario, que
conduce a la osteoporosis renal, osteitis fibrosa y a la calcificacion vascular.

- La acidosis metabdlica, debido a la generacion disminuida de bicarbonato por el rifién, conduce

a respiracion incdmoda y después al empeoramiento de la salud de los huesos.

En las etapas iniciales de la ERC, cuando las manifestaciones clinicas y resultados de laboratorio son
minimos o inexistentes, el diagndstico puede ser sugerido por la asociacién de manifestaciones
inespecificas por parte del paciente, tales como fatiga, anorexia, pérdida de peso, picazén, nduseas,
hipertension, poliuria, nicturia, hematuria o edema. Otros sintomas son: oliguria, debilidad, , vomito,
insomnios, calambres, palidez cutidnea, xerosis, miopatia proximal, dismenorrea y/o amenorrea, atrofia
testicular, impotencia, déficit cognitivos o de atencién, confusién, somnolencia, obnubilacién y coma.
Sin embargo, alin existe la necesidad de identificar y validar nuevos biomarcadores de dafio renal, mas
precisos, cuya determinacion ademas sea rapida, sencilla y sin necesidad de biopsiar al paciente y que

permitan determinar la causa del dafio renal, mas concretamente del dafio renal cronico.

Ademas, se hace notar que durante la ultima década se han desarrollado modelos conceptuales separados

para la ERC y el fracaso renal agudo (FRA; también denominado Lesion Renal Aguda o en inglés, Acute
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Kidney Injury; AKI) que facilitan enfoques organizados para la investigacion y los ensayos clinicos. Sin
embargo, estudios epidemioldgicos y mecanicistas recientes indican que los dos sindromes no son
entidades diferentes sino que estan estrechamente interconectados—Ila ERC es un factor de riesgo de
FRA, y el FRA es un factor de riesgo para el desarrollo de la ERC; a su vez, ambos sindromes son
factores de riesgo de enfermedad cardiovascular. Chawla LS, Eggers PW, Star RA, Kimmel PL. Acute
kidney injury and chronic kidney disease as interconnected syndromes. N Engl J Med. 2014 Jul
3;371(1):58-66 Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012
Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of Chronic Kidney Disease . Kidney
International Supplements 2013;3: 1-150. En este sentido, la presente invencion proporciona nuevos
biomarcadores de dafo renal, tanto de ERC como de fracaso renal agudo, dichas biomarcadores han
demostrado ser utiles para diagnosticar y pronosticar ambos sindromes en virtud de la interconexion que

parecen tener ambos.

Breve descripcion de la invencion

En base a los resultados experimentales aportados a lo largo de la descripcidn, la presente invencion

versa sobre los siguientes aspectos expuestos de forma resumida y general:

a. los niveles urinarios de GDF15 estan alterados, en concreto se encuentran incrementados, en

varios modelos de dafio renal, tanto agudo y crdénico vy, por tanto, constituyen un biomarcador

de daio renal;

b. los niveles urinarios de GDF15 contribuyen a diferenciar la causa del dafio renal en pacientes
diabéticos, diferenciando entre pacientes diabéticos con nefropatia diabética y sin nefropatia
diabética; y

c. los niveles urinarios de GDF15 identifican pacientes ya diagnosticados de ERC que tienen un
altisimo riesgo de muerte, en concreto el 100% de los pacientes con GDF15 urinario >13,8ng/mg

fallecieron durante un seguimiento medio de 30 meses.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Correlaciones de GDF15 en orina con FG y Albuminuria (coc MAU/Cr = cociente

microalbuminuria/creatinina).

Figura 2. GDF15 en orina de pacientes diabéticos con rifién nativo, es decir aquel rifidn que no ha sido

trasplantado, con y sin nefropatia diabética.
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Figura 3. Arbol de clasificacién de evolucién de los pacientes: didlisis, vivo o muerto.
Figura 4. Curva ROC de GDF15 en orina, mortalidad, didlisis y muerte + dialisis.
Figura 5. Comportamiento de GDF15 en suero como predictor de mortalidad.

Figura 6. Curva ROC de GDF15 en orina como biomarcador de nefropatia diabética en pacientes

diabéticos. (N=13)

Descripcion de la invencion

Los autores de la presente invencidn, en un estudio transcriptémico de un modelo preclinico de dafo
renal determinaron que el gen de la familia de GDF mas sobre expresado fue el factor 15 de crecimiento
y diferenciacion (ver GDF 15 en la tabla 1 mostrada abajo). Es mas, los autores de la presente invencién

confirmaron que dicho aumento de expresién de GDF15 se producia en varios modelos de dafo renal

agudo y crénico, de diversas etiologias (Tablas 2, 3y 4).

Tabla 1. Expresion renal de ARNm de genes de la familia GDF en el fracaso renal agudo experimental inducido por dcido
félico, analizado por transcriptémica, técnica de Arrays. Datos expresados como media * error estandar de la media. Los

niveles de mRNA fueron analizados a las 72h de la induccion del dafio.

Valor de p
Ratio
Gen FRA (UA) Control (UA) Valor de p ajustado
FRA/Control

(FDR)
Gdf15 281,89 + 63,79 85,94 +£ 5,25 3,28 0,0006 0,0149
Gdf3 46,23 £2,12 35,67 £0,57 1,30 0,0032 0,0346
Gdf11 105,80 £ 5,54 88,53 £ 0,97 1,20 0,0235 0,1162
Gdfé 26,71 +2,20 23,59+0,19 1,13 0,1792 0,4364
Gdf5 24,36 + 1,53 21,84 +0,23 1,12 0,1588 0,4049
Gdf2 26,34+ 1,66 25,21+1,49 1,04 ns ns
Gdf9 30,44 £ 1,69 29,53 +1,87 1,03 ns ns
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Gdf1 57,95 +5,92 56,47 £ 3,22 1,03 ns ns
Gdf10 165,12 + 25,36 182,70 + 18,85 0,90 ns ns
Gdf7 94,76 + 9,31 110,05 + 3,27 0,86 ns ns

Tabla 2. Expresion renal de ARNm de genes de la familia GDF en el modelo de daiio renal por proteinuria (inducido por

administracion BSA o Albumina de suero bovino), Analizado por Transcriptomica, técnica de RNA-seq. Los niveles de mRNA

fueron analizados a los 7 dias de la induccion del dafio.

Ratio
Gen Valor de p
BSA/Control
Gdf15 1,17 0,0302
Gdfl 1,08 0,21
Gdf3 1,05 0,0078
Gdf1l 1,00 0,95
Gdf5 1,00 1,00
Gdf9 -1,01 0,59
Gdf2 -1,02 0,53
Gdf10 -1,29 0,038

Tabla 3. Expresion renal de ARNm de genes de la familia GDF en inflamacion, analizado por transcriptémica, técnica RNA-

seq. Datos expresados como media * error estandar de la media. Los niveles de mRNA fueron analizados a los 7 dias de la

induccion del dafio mediante la inyeccién de la citoquina inflamatoria Tweak.

Ratio Valor de p
Gen Control (UA) Tweak (UA) Valor de p
Tweak/Control ajustado (FDR)
Gdf15 64,97 + 10,84 39,87+ 2,83 0,614 0,0003 0,026
Gdf10 117,17 £ 4,66 | 156,82+ 27,79 1,338 0,0247 0,42
Gdf1l 26,89 £ 6,19 30,31+1,89 1,127 ns ns
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Gdf3 7,91+0,57 5,79+0,63 0,733 ns ns
Gdf7 3,35+1,77 6,91 +1,91 2,065 ns ns
Gdfl 2,12 +0,45 3,76 £ 1,21 1,774 ns ns
Gdf9 2,07 £0,59 2,57+0,32 1,238 ns ns
Gdf5 2,04 £ 0,56 2,03+1,16 0,996 ns ns
Gdfé 1,03 +0,03 1,58 £ 0,88 1,525 ns ns
Gdf2 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,000 ns ns

Tabla 4 Expresién GDF15 ARNm (UA) en el rifién completo de ratones MRL/Ipr 6 semanas (control) vs ratones MRL/Ipr 14-18

semanas (nefritis ltipica). Datos expresados como media + error estdndar de la media. NL: nefritis lipica

GDF15 Edad de Dias con Dias con
Dias con
ARNm muerte Proteinuria* proteinuria 3 | proteinuria 2,
proteinuria 4
(UA) (semanas) y4 3y4
Control 1 22,17 6 0 0 0
Control 2 12,24 6 0 0 0
Control 3 6,05 6 0 0 0
Control 4 23,58 6 0 0 0
NL 1 8,84 14 2 2 2
NL 2 259,50 15,5 7 10 10
NL 3 38,13 18 0 3 10
NL 4 51,00 18 0 0 10
NL 5 84,92 18 0 13 27
NL 6 93,52 18 15 15 19
NL 7 123,19 18 7 30 30
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NL 8 237,47 18 4 16 16 20

*Escala semicuantitativa de 1+ a 4+

En base a estos resultados, se establecié que GDF15 era un biomarcador de enfermedad renal,
aumentando la expresion de este marcador en el rifién en diversos modelos de dafio renal agudo y
cronico. Ademas, se confirmé que GDF15 aumenta en orina de pacientes con dafio renal agudo. Esto se

ve confirmado tal y como se ilustra a continuacion:

Niveles de GDF15 en orina de pacientes con fracaso renal agudo (AKI)

Controles

30,6

AKI

n= 20 AKI

n= 7 Controles

Ademas, con el objeto de poder confirmar estos resultados también en dafio renal crénico, se realizé un

estudio prospectivo, en el que se analizé mediante ELISA los niveles de e GDF15 en muestras de orina de

73 pacientes y plasma de 82 pacientes, que se sometieron a biopsia renal entre septiembre 2012 y
marzo 2017, en el Hospital Universitario Fundacion Jiménez Diaz. Todos ellos tenian un diagndstico de
ERC basado en el filtrado glomerular y la albuminuria. Estos valores fueron correlacionados con datos
clinicos basales y con seguimiento de los pacientes a los 29 + 17 meses. Tal y como se puede comprobar
en la tabla 5, los niveles urinarios de GDF15 en orina estaban aumentados de forma significativa en

pacientes con ERC, en comparacién con controles sanos.

Tabla 5 Valores de GDF15 en orina, pacientes y controles. Datos expresados como media * desviacion estdndar.

GDF15 Pacientes | Controles P

Orinang/mg | 11,2+7,7 | 2,9+1,7 | <0,001

(Pacientes=73 Sujetos con ERC a los que se iba a hacer una biopsia renal)
(Controles= 7 Sujetos control)

La ERC se diagnostica en base a niveles de Filtrado Glomerular (FG) y Albuminuria (A), lo que a su vez

identifica a personas con alto riesgo de muerte prematura. Los niveles de GDF15 en orina no se
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modifican en funcidn del Filtrado Glomerular (FG) ni Albuminuria (A) (tablas 6 y 7). En la Figura 1 se

muestra la correlacidon con estas variables.

Tabla 6 GDF15 orina por categoria de ERC dependiente de FG: G1, G2, G3 y G4-G5. Datos expresados como media *+

desviacion estdandar.

GDF15 G1 G2 G3 G4-G5 p

GDF15 orinang/mg | 9,96 £5,39 | 9,33+6,32 | 12,37+ 10,16 | 11,48 +5,97 | ns

Donde G1, G2, G3, G4-G5 son los distintos niveles de estratificacion ERC en funcion de FG (filtrado
glomerular). Las categorias G1- a G5 provienen de un consenso internacional (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes (KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation
and Management of Chronic Kidney Disease. Kidney International Supplements 2013;3: 1-150) y se
definen de la siguiente manera: G1 (290); G2 (60-89), G3a (45-59), G3b (30-44), G4 (15-29), G5 (<15). Los
nimeros entre paréntesis se refieren a filtrado glomerular (FG) expresado en ml/min/1.73 m%. Ademas,
nos gustaria sefialar que en la pagina 52 de la referencia Rev Nefrol Dial Traspl. 2017; 37 (1): 48-61), se
describe la estratificacion de la nefropatia diabética en funcién de niveles FG y/o albuminuria (pagina

52).

Tabla 7 GDF15 orina por categoria de ERC dependiente de Albuminuria: A1, A2 y A3. Datos expresados como media *

desviacion estdandar.

GDF15 Al A2 A3 P

GDF15 orinang/mg | 13,37+4,59 | 8,58 +4,78 | 11,49+ 8,62 | Ns

Donde A1, A2, A3 son los distintos niveles de estratificacion ERC en funcion de A (albuminuria). Las
categorias Al a A3 provienen de un consenso internacional (Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of
Chronic Kidney Disease. Kidney International Supplements 2013;3: 1-150) y se definen de la siguiente
manera: Al (<30); A2 (30-300), A3 (>300). Los numeros entre paréntesis se refieren a cociente
albuminuria: creatinuria (creatinina en orina) expresado en mg/g. Hacemos notar que los valores de
diferentes analitos en orina se normalizan por mg o g de creatinina en orina, ya que la eliminacién
urinaria de creatinina es constante en 24 h, como ejemplifica las unidades de albuminuria (mg/g de
creatinuria), como indican las guias internacionales (Kidney Disease: Improving Global Outcomes
(KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and Management of

Chronic Kidney Disease. Kidney International Supplements 2013;3: 1-150). A lo largo del texto, hemos
9
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normalizado de la misma manera la eliminacién urinaria de GDF15, expresando los valores en ng de
GDF15 urinario por mg de creatinina urinaria (ng/mg). En este sentido, se desaconseja expresar las
proteinas (albimina, GDF15) en orina por unidad de volumen (vg mg/ml), ya que el volumen depende
fundamentalmente de la ingesta de agua y varia de minuto a minuto (Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease . Kidney International Supplements 2013;3: 1-150; Ortiz A,

Sanchez-Nifio MD, Sanz AB. The meaning of urinary creatinine concentration. Kidney Int. 2011

Apr;79(7):791).
Fruto de los resultados del estudio prospectivo se identificaron los siguientes aspectos:

1. Existe una asociacion entre niveles de GDF15 urinario con el diagndstico de nefropatia diabética

en pacientes con diabetes.

Se observd que la nefropatia diabética es la causa de ERC en la que existen mayores niveles de GDF15 en

orina con respecto a otras causas (tabla 8)

Tabla 8. GDF15 en suero ng/mly orina ng/mg segtin diagnésticos, organizado en orden de frecuencia del diagnéstico. Datos
expresados como media + desviacion estdndar (n). Los valores obtenidos de uno o dos pacientes se indican en color gris. Los

datos obtenidos de un paciente no tienen desviacion estdandar por tratarse de un solo valor.

GDF15 suero GDF15 orina
Diagndsticos
ng/ml ng/mg
Glomerulonefritis inflamatoria
2,8 +2,1(24) 12,9+7,3(21)

primaria o secundaria

Glomerulonefritis no inflamatoria
2,3+1,5(32) 10,3 +£9,6 (28)

primaria o secundaria

Nefropatia tubulointersticial
1,9+0,9 (4) 10,4 +3,2 (4)
crénica
Grandes categorias Necrosis tubular aguda 2 (1)

ERC sin causa evidente

Rechazo de trasplante

1,92 (1)

2,5+1,4(5)

11,07 (1)

15,2 £ 8,8 (4)

Trasplante, otra 2,5+2(11) 10+4,2 (11)
Otra 2,5+1,5(4) 9+5,6(4)
Diagnosticos especificos Glomérulo Esclerosis Focal y 1,8+0,7 (8) 5+1,7(8)
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Segmentaria

Nefropatia IgA 2,5+2,5(7) 9,8 +5,6(7)
Nefropatia Diabética 4,1+1,4(6) 23,4+ 15,7 (5)
Nefropatia Lupica lll o IV 3,3+2,9(5) 14,1 +8,5(5)

Nefropatia Membranosa 1,6 +0,3(5) 7,8+5,2 (5)
Nefropatia por depdsito 3,1+2,1(5) 17,38+ 8 (5)
Rechazo Trasplante 2,5+1,4(5) 15,2 +8,8 (4)
Vasculitis 1,5+1,1(4) 11,8+8,9(3)

Nefroangiosclerdsis 1,9+0,8 (4) 8,5+6,4(3)
Nefropatia Lupica llo V 2+1,2(4) 14,1+3,2(3)

Nefropatia de Cambios Minimos 3,6 £2,3(3) 6,8 (1)
Necrosis Tubular Aguda 2 (1)
Glomerulonefritis Mesangial 0,8+0,3(2) 5+6,4(2)

Nefritis Tubulo Intersticial Crdénica 1,3+0,7(2) 7,8+0,8(2)
Trasplante otros 2,7+1,9(11) 10,3+4,4 (11)

Otros 2,5+ 1,4 (10) 9,9+3,6(9)

Tabla 9. GDF15 en orina en pacientes diabéticos con rifiones nativos (no trasplantados) con nefropatia diabética versus con

otros diagndsticos diferentes de nefropatia diabética

GDF15 orina ng/mg p
Nefropatia Diabética 30,5+17,4

0,003
No Nefropatia Diabética 9,7+6

5 Asimismo, se observd que los pacientes con diagndstico de diabetes y de ERC (Enfermedad renal

cronica) basado en el filtrado glomerular y la albuminuria, que fueron diagnosticados de nefropatia

diabética en la biopsia comparados con los pacientes biopsiados con diagnéstico de diabetes y de ERC

(Enfermedad renal crénica) basado en el filtrado glomerular y la albuminuria sin nefropatia diabética en
la biopsia, tenian niveles significativamente mas altos de GDF15 en orina (figura 2 y tabla 9), por lo que
10 los valores de GDF15 urinario contribuyen a diferenciar la causa del dafio renal en pacientes diabéticos

con ERC (Enfermedad renal crénica) basado en el filtrado glomerular y la albuminuria.

2. Existe una asociacion entre niveles de GDF15 urinario con mortalidad
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Se realizaron darboles de clasificacion para valorar si los valores de GDF15 en suero y orina podian
predecir la evolucién de pacientes con supervivencia sin dialisis, supervivencia con dialisis o muerte. De

acuerdo a esta clasificacién, la uUnica variable que predijo la evolucién de los pacientes fue el valor de

GDF15 en orina, que si era mayor de 19.9 ng/g se asociaba a aumento de mortalidad: mortalidad 83%

entre pacientes con valores de GDF15 urinario = 20 ng/g de creatinina en orina (figura 3).
Adicionalmente, para valorar el aporte de GDF15 sobre la evolucidon de los pacientes, se realizaron

modelos de regresion logistica (tabla 10).

Tabla 10. Modelos de regresion logistica para predecir evolucion: muerte, didlisis o vivo, valoradas por separado las variables

GDF15 en suero y orina.

Coeficientes no estandarizados B (error
Variables p
estandar)

Variable dependiente: vivos (vivo + dilisis)

Variables independientes Edad -0,154 (0,06) 0,01
incluidas GDF15 suero -1,001 (0,375) 0,008
Sexo 0 0,05
Variables independientes
FG basal 0 0,741
excluidas
MAU/Cr basal 0 0,518
Variable dependiente: vivos (vivo + dialisis)
Variables independientes Edad -0,142 (0,078) 0,069
incluidas GDF15 orina -0,395 (0,182) 0,03
Sexo 0 0,085
Variables independientes
FG basal 0 0,274
excluidas
MAU/Cr basal 0 0,070

Unidades en las que fueron medidas las variables: GFF15 suero ng/ml, GDF15 orina ng/ml, Edad (afios), Sexo (mas/fem), MAU/Cr
(albuminuria:creatinuria) mg/gr, FG ml/min/1,73m>.
En todos los modelos: multivariables, arboles de clasificacion y regresion logistica, se aprecia una
relacién de GDF15 en orina con mortalidad. En relacién con el GDF15 en suero, solo apreciamos relacion
con mortalidad en el modelo de regresion logistica, esto podria deberse a que en este ultimo el GDF15
en suero no fue incluido en las variables independientes al mismo tiempo que el GDF15 en orina, como
en los modelos de arboles de clasificacion. Esto indica que la relacidon con mortalidad es mas fuerte con
los niveles de GDF15 en orina. Para demostrar esto realizamos dos modelos multivariables adicionales

en los que incluimos a la vez como variables independientes: GDF15 en suero, GDF15 en orina y edad,
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qgue fueron las variables asociadas con mortalidad en la tabla 10. En estos modelos se aprecia como
GDF15 en suero queda excluido al ser comparado con GDF15 en orina como predictor de mortalidad

(ver tabla 11).

Tabla 11 . Modelos de regresion logistica para predecir evolucién: muerte, didlisis o vivo, valoradas a la vez las variables

GDF15 en suero y orina.

Coeficientes no estandarizados B (error
Variables p
estandar)

Variable dependiente: vivos (vivo + dialisis)

GDF15 orina -0,395 (0,182) 0,03
Variables independientes incluidas
Edad -0,141 (0,78) 0,07
Variables independientes
GDF15 suero 0 0,814
excluidas
Variable dependiente: muerto + didlisis
Variables independientes incluidas | GDF15 orina 0,191 (0,06) 0,002
Variables independientes GDF15 suero 0 0,130
excluidas Edad 0 0,217

Unidades en las que fueron medidas las variables: GFF15 suero ng/ml, GDF15 orina ng/ml, Edad (afios).

Dada esta importante relacion entre GDF15 en orina y los eventos no deseados de mortalidad, se
realizaron unas curvas ROC para representar graficamente la sensibilidad y especificidad que tiene
GDF15 en orina para predecir el estado final del paciente: muerte, didlisis o muerte + didlisis (figura 4).
Las curvas ROC obtenidas indican que GDF15 tiene un buen indice de calidad diagndstica para predecir
mortalidad, con un area bajo la curva (AUC) de 0,952 (IC 95% 0,9-1; p <0,001). Se utilizé el indice de
Youden para decidir el valor de corte que maximice la diferencia entre sensibilidad y (1 — especificidad).
Mediante este indice se determind el punto de corte: GDF15 en orina 13,83 ng/mg. Lo que indica que el
test es positivo si el valor es superior de 13,83 ng/mg con una sensibilidad de 100% y especificidad de
81%. Los valores de area bajo la curva son menores para predecir mortalidad + didlisis: AUC 0,777 (IC
95% 0,6-0,9; p=0,001) y no fue significativo para predecir didlisis por separado: AUC 0,541 (IC 95% 0,3-
0,7; p=0,695).

Por lo tanto, y en base a los dos analisis estadisticos explicitados en este apartado podemos concluir que
a mayor GDF15 en orina, mayor mortalidad. Explicar que la forma tradicional de identificar un punto de

corte es la curva ROC que identifica el punto dptimo asociado a mayor sensibilidad y especificad. El
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punto de corte de 13,8 ng/mg identificado en el parrafo precedente, se trata del punto de corte ideal
para identificar a todos los pacientes de alto riesgo. El punto de corte de 19.9 ng/mg mencionado en los
parrafos iniciales de esta seccidn, solo identifica a alrededor del 80% de aquellos pacientes que van a

morir.

En cualquier caso y dados estos hallazgos, podemos afirmar que los niveles urinarios de GDF15
identifican pacientes ya diagnosticados de ERC que tienen un altisimo riesgo de muerte. En concreto el
100% de los pacientes con GDF15 urinario >13,8ng/mg fallecié durante un seguimiento medio de 30

meses.

Por lo tanto, y en base a los resultados experimentales aportados hasta el momento, podemos concluir

que:

a. los niveles urinarios de GDF15 se incrementan en varios modelos de daino renal agudo vy crénico

y, por tanto, constituyen un biomarcador de dafio renal;

b. los niveles urinarios de GDF15 contribuyen a diferenciar la causa del dafio renal en pacientes
diabéticos, diferenciando entre pacientes diabéticos con nefropatia diabética y sin nefropatia
diabética; y

c. los niveles urinarios de GDF15 identifican pacientes ya diagnosticados de ERC que tienen un
altisimo riesgo de muerte, en concreto el 100% de los pacientes con GDF15 urinario >13,8ng/mg

fallecié durante un seguimiento medio de 30 meses.

Por otro lado, la eleccion de determinar niveles urinarios de GDF15 en vez de niveles séricos de GDF15

no es causal, tal y como se muestra en los ejemplos. GDF15 es una proteina pequefia de 25KDa que
atraviesa facilmente la barrera de filtracién glomerular. Sin embargo, en condiciones normales, las
células tubulares proximales debieran reabsorber el GDF15 filtrado, y no debiera aparecer en orina. La

existencia de GDF15 en orina podria deberse a las siguientes razones:

. Que exista una exagerada produccidn sistémica de GDF15 que exceda la capacidad de

reabsorcion de las células tubulares.

. Que el GDF15 urinario provenga de un aumento de sintesis a nivel local, secundario al
dano renal, al igual que aumenta la sintesis de otras citoquinas y mediadores en el contexto del

estado inflamatorio de la uremia.

Sin perjuicio de lo anterior, determinar niveles urinarios de GDF15 en vez de niveles séricos de GDF15,

proporciona (ver ejemplo 1) valores notablemente mas altos de sensibilidad y especificidad como
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biomarcador predictor de mortalidad a 30 meses en pacientes que padecen de ERC. Los pacientes con
ERC tienen un alto riesgo de mortalidad prematura. Sin embargo, dentro de la ERC diferentes pacientes
pueden tener un riesgo diferente de mortalidad prematura, la incapacidad para identificar estos
pacientes de altisimo riesgo tiene un impacto negativo sobre la seleccién de pacientes para ensayos
clinicos. En general, los ensayos clinicos en pacientes con ERC que tienen un punto final primario de
eventos graves o mortalidad han fracasado. En al menos algunos de ellos, la razén del fracaso fue un
escaso enriguecimiento en paciente de alto riesgo. La posibilidad que brindan los niveles de GDF15 en
orina de identificar pacientes con altisimo riesgo de muerte puede ayudar a disefiar ensayos clinicos
centrados en estos pacientes que permitan identificar nuevos tratamientos que disminuyan la
mortalidad. En este sentido, hemos de recalcar que GDF15 en orina predijo la alta mortalidad en
pacientes seguidos en unidades de nefrologia, esto es en pacientes tratados, segun el estado del arte
actual. Ello implica que los tratamientos actuales son incapaces de evitar la mortalidad asociada a altos

niveles de GDF15 en orina.

Por otro lado, determinar niveles urinarios de GDF15 en vez de niveles séricos de GDF15, permite
diferenciar entre pacientes diabéticos que sufren de nefropatia diabética de aquellos que no cuando los
niveles séricos de GDF15 no permiten esta diferenciacion (ver ejemplo 2). Por lo tanto y en este sentido,
la utilidad clinica de la determinacion de GDF15 en orina, para apoyar o descartar la existencia de
nefropatia diabética seria de gran interés, porque evitaria realizar la biopsia de tejido renal, un
procedimiento altamente invasivo, en pacientes con alta sospecha clinica de nefropatia diabética y un
GDF15 en orina alto. Por otro lado, una alta sospecha clinica de nefropatia diabética y un GDF15 en
orina bajo, podria sugerir realizar biopsia renal para descartar otra causa de ERC que requiera un
tratamiento diferente al del manejo general de la ERC, como por ejemplo un tratamiento

inmunosupresor.

Asi pues, la presente invencién proporciona un método no invasivo para el diagndstico y/o prondstico
de dafio renal, facilmente utilizable en la practica clinica diaria, mediante un test sencillo, rédpido y

econdmico que permite la determinacion en serie de un alto volumen de muestras.

Asi pues, en un primer aspecto, la presente invencidén se refiere al uso de al menos los niveles o
concentracién urinarios de la proteina GDF15, opcionalmente previa, posterior o simultdaneamente a la
determinacion del filtrado glomerular y/o la albuminuria, preferiblemente posteriormente a la
determinacién del filtrado glomerular y/o la albuminuria, como marcador de diagndstico y/o prondstico
de dafio renal. Por dafo renal en la presente invencidn nos referimos, sin limitarnos, a cualquier
anormalidad funcional o estructural de diversa etiologia ya sea por una disminucion en la perfusién

renal o intrarrenal, por una agresién toxica u obstruccion del tdbulo renal, por inflamacion
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tubulointersticial y edema o por una reduccidn en la capacidad de filtracion del glomérulo. En una
realizacion mas preferida de la presente invencidon, el dafio renal que se puede diagnosticar y/o
pronosticar es un dafio renal agudo o crénico, mas preferiblemente el dafo renal que se puede

diagnosticar y/o pronosticar es un dafio renal crénico (ERC).

Por dafio renal agudo en la presente invencién nos referimos a un dafio renal cuya anormalidad
funcional o estructural que lo produce esta presente durante menos de tres meses consecutivos. Mas de
tres meses consecutivos de dicha anormalidad funcional o estructural produciria un dafio renal crénico

(Kidney Disease: Improving Global

Outcomes (KDIGO) CKD Work Group. KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and

Management of Chronic Kidney Disease . Kidney International Supplements 2013;3: 1-150) .

Se hace notar que, de acuerdo a cualquiera de los aspectos de la presente invencidn, los niveles de

GDF15 se pueden medir o determinar por si mismos o se pueden normalizar con respecto a los niveles

urinarios de creatinina.

En una realizacién preferida del primer aspecto de la invencidn, la presente invencion se refiere al uso
de al menos los niveles o concentracion urinarios de GDF15, opcionalmente dichos niveles o
concentracién urinarios de GDF15 se determinan previa, posterior o simultdneamente a la
determinacion del filtrado glomerular y/o la albuminuria, preferiblemente los niveles o concentracién
urinarios de GDF15 se determinan posteriormente a la determinacion del filtrado glomerular y/o la
albuminuria, como marcador de diagndstico de nefropatia diabética. Preferiblemente, la presente
invencion se refiere al uso de al menos los niveles o concentracién urinarios de GDF15, opcionalmente
dichos niveles o concentracidn urinarios de GDF15 se determinan previa, posterior o simultdaneamente a
la determinacién del filtrado glomerular y/o la albuminuria, preferiblemente los niveles o concentracidn
urinarios de GDF15 se determinan posteriormente a la determinacion del filtrado glomerular y/o la
albuminuria, como marcador de diagndstico diferencial de la causa etioldgica del dafo renal en
pacientes diabéticos. Mas preferiblemente, la presente invencién se refiere al uso de al menos los
niveles o concentracion urinarios de GDF15, opcionalmente dichos niveles o concentracién urinarios de
GDF15 se determinan previa, posterior o simultdneamente a la determinacion del filtrado glomerular
y/o la albuminuria, preferiblemente los niveles o concentracién urinarios de GDF15 se determinan
posteriormente a la determinacidn del filtrado glomerular y/o la albuminuria, como marcador de
diagndstico diferencial de la causa etioldgica del dafio renal en pacientes diabéticos, diferenciando entre

pacientes diabéticos con nefropatia diabética y sin nefropatia diabética, donde dichos pacientes
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diabéticos preferiblemente habian sido previamente diagnosticados con ERC en base a la determinacién

del filtrado glomerular y/o la albuminuria.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencidn, la presente invencién se refiere al uso
de al menos los niveles o concentracion urinarios de GDF15, opcionalmente dichos niveles o
concentracién urinarios de GDF15 se determinan previa, posterior o simultdneamente a la
determinacion del filtrado glomerular y/o la albuminuria, preferiblemente los niveles o concentracién
urinarios de GDF15 se determinan posteriormente a la determinacion del filtrado glomerular y/o la
albuminuria, como marcador prondstico de mortalidad de aquellos enfermos o pacientes diagnosticados
con dafo renal, ya sea éste dafio agudo o crénico. Preferiblemente, la presente invencién se refiere al
uso de al menos los niveles o concentracién urinarios de GDF15, opcionalmente dichos niveles o
concentracién urinarios de GDF15 se determinan previa, posterior o simultdneamente a la
determinacion del filtrado glomerular y/o la albuminuria, preferiblemente los niveles o concentracién
urinarios de GDF15 se determinan posteriormente a la determinacion del filtrado glomerular y/o la
albuminuria, como marcador prondstico de mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados con dafio
renal créonico. Mas preferiblemente, la presente invencién se refiere al uso de al menos los niveles o
concentracion urinarios de GDF15, opcionalmente dichos niveles o concentracion urinarios de GDF15 se
determinan previa, posterior o simultdneamente a la determinacion del filtrado glomerular y/o la
albuminuria, preferiblemente los niveles o concentraciéon urinarios de GDF15 se determinan
posteriormente a la determinacion del filtrado glomerular y/o la albuminuria, como marcador
prondstico de mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados con dafio renal crénico; donde por
prondstico de mortalidad se entiende la muerte del paciente en un periodo menor a 5 afios,
preferiblemente menor a 3 anos, mas preferiblemente menor a 30 a meses, desde la determinacion de
la concentracién incrementada de GDF15 en la orina del paciente. Preferiblemente, dichos enfermos
habian sido previamente diagnosticados con ERC en base a la determinacidn del filtrado glomerular y/o

la albuminuria.

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a un método para la obtencion de datos utiles
en el diagndstico y/o prondstico de dafio renal que comprende determinar en una muestra aislada de
orina los niveles o concentracidn urinarios de GDF15. En una realizacién particular, dicho nivel o
concentracién se determina mediante andlisis fluorométrico o mediante cualquier tipo de
inmunoensayo (incluyendo ELISA) o mediante espectrometria de masas. En una realizacién preferida del
segundo aspecto de la invencidn, el método es para la obtencion de datos utiles en el diagndstico de
nefropatia diabética. Preferiblemente, el método es para la obtencion de datos utiles en el diagndstico
diferencial de la causa etioldgica del dafio renal en pacientes diabéticos. Mas preferiblemente, el
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método es para la obtencién de datos utiles en el diagndstico diferencial de la causa etiolédgica del dafio
renal en pacientes diabéticos, aportando datos que ayudan en la diferenciacion entre pacientes
diabéticos que padecen de ERC, preferiblemente dicho diagndstico de ERC se hace en base al filtrado

glomerular y/o la albuminuria, con nefropatia diabética y sin nefropatia diabética.

En otra realizacién preferida del segundo aspecto de la invencion, el método es para la obtencién de
datos utiles en el prondstico de mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados con dafio renal, ya sea
este dafio agudo o crdénico. Preferiblemente, el método es para la obtencidon de datos utiles en el
prondstico de mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados con dafo renal crénico. Mas
preferiblemente, el método es para la obtencion de datos utiles en el prondstico de mortalidad de
aquellos enfermos diagnosticados con dafo renal crdnico, preferiblemente dicho diagnédstico de ERC se
hace en base al filtrado glomerular y/o la albuminuria , donde por prondstico de mortalidad se entiende
la muerte del paciente en un periodo menor a 5 afios, preferiblemente menor a 3 afios, mas
preferiblemente menor a 30 a meses, desde la determinacidon de la concentracién incrementada de

GDF15 en la orina del paciente.

En un tercer aspecto, la presente invencidn se refiere a un método para el diagndstico y/o prondstico de
dano renal que comprende analizar una muestra de orina obtenida de un paciente, determinar al menos
los niveles o concentracion urinarios de GDF15, y comparar dicho nivel o concentraciéon con un valor
control, donde la alteracién de dicho nivel o concentracién, donde preferiblemente dicha alteracion
constituye un incremento con respecto al valor control, es indicativa de dafo renal. En una realizacién
preferida del tercer aspecto de la invencidn, el método es para el diagndstico de nefropatia diabética,
donde se determina al menos los niveles o concentracién urinarios de GDF15, y se compara dicho nivel o
concentracion con un valor control, donde la alteracion de dicho nivel o concentracidon, donde
preferiblemente dicha alteracién constituye un incremento con respecto al valor control, es indicativa
de nefropatia diabética. Preferiblemente, el método es para el diagndstico diferencial de nefropatia
diabética en un paciente diabético diagnosticado con ERC, preferiblemente dicho diagndstico de ERC se
hace en base al filtrado glomerular y/o la albuminuria , donde se determina al menos los niveles o
concentracién urinarios de GDF15, y se compara dicho nivel o concentracién con un valor control, donde
la alteracion de dicho nivel concentracidon, donde preferiblemente dicha alteracién constituye un
incremento con respecto al valor control, es indicativa de que la causa etiolégica del dafio renal en dicho

pacientes diabético es la nefropatia diabética.

En otra realizacién preferida del tercer aspecto de la invencion, el método es para el prondstico de

mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados con dafio renal, ya sea éste dafio agudo o crénico, que
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comprende analizar una muestra de orina aislada obtenida del paciente, determinar al menos los niveles
o concentracidn urinarios de GDF15, y comparar dicho nivel o concentracion con un valor control, donde
la alteracion de dicho nivel o concentracion, donde preferiblemente dicha alteracién constituye un
incremento con respecto al valor control, es indicativo de un prondstico de muerte del paciente en un
periodo menor a 5 afios, preferiblemente menor a 3 afios, mas preferiblemente menor a 30 a meses,
desde la determinacion de la concentracidon incrementada de GDF15 en la orina del paciente.
Preferiblemente, el método es para el prondstico de mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados
con dafio renal crénico, donde preferiblemente dicho diagndstico de ERC se hace en base al filtrado

glomerular y/o la albuminuria.

Por otro lado, la caracterizacion del GDF15 urinario sirve no soélo para dilucidar el diagnéstico o
prondstico de la enfermedad renal, ayudar a identificar el mecanismo del dafio renal, y/o indicar el sitio
y la severidad del dafio, sino que debe ayudar a monitorizar la respuesta al tratamiento, para cribar o

seleccionar pacientes y para tratar aquellos pacientes conforme a la seleccién o cribado efectuado.

Por tanto, un cuarto aspecto de la invencidn se refiere a un método de monitorizacién de la respuesta al
tratamiento de un paciente diagnosticado con dafio renal y que esté actualmente sujeto a tratamiento,
gue comprende analizar una muestra de orina obtenida del paciente, determinar al menos los niveles o
concentracién urinarios de GDF15 en dicha muestra, y comparar dicho nivel o concentraciéon con el nivel
o concentracién de GDF15 en una muestra de orina obtenida en un momento anterior en el tiempo del
mismo paciente, donde la alteracién de dicho nivel o concentracién de forma que dicha alteracion
constituya una reduccién con respecto al valor anterior, es indicativa de una progresién favorable del
paciente; y donde la alteracidn de dicho nivel o concentracién de forma que dicha alteracién constituya
un incremento con respecto al valor anterior, es indicativa de una progresion desfavorable del paciente.
En una realizacién preferida del cuarto aspecto de la invencidn, el paciente ha sido diagnosticado con
ERC. En otra realizacion preferida del cuarto aspecto de la invenciéon el paciente es diabético

diagnosticado con ERC y con nefropatia diabética.

En un quinto aspecto, la invencion se refiere a un método de cribado de pacientes diabéticos que
padecen o han sido diagnosticados con ERC, preferiblemente dicho diagnéstico de ERC se hace en base
al FG y/o a la A, que comprende analizar una muestra de orina obtenida del paciente, determinar al
menos los niveles o concentracion urinarios de GDF15, y comparar dicho nivel o concentracién con un
valor control, donde si existe una alteracion de dicho nivel o concentracion y dicha alteracién constituye
un incremento con respecto al valor control, el paciente se clasifica como un paciente diabetico que

padece de nefropatia diabética; y donde si no existe una alteracién de dicho nivel o concentracion o si
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dicha alteracion constituye una reduccion con respecto al valor control, el paciente se clasifica como un
paciente diabético que padece de una ERC distinta a la nefropatia diabética. Aquellos pacientes que
padezcan de una ERC distinta a la nefropatia diabética, normalmente serdn objeto de una biopsia para
determinar la causa de la ERC. Aquellos pacientes que padezcan de nefropatia diabética, no seran

objeto de una biopsia al haberse determinado la causa de la ERC.

En una realizacién preferida del quinto aspecto de la invencidn, al paciente que padece de diabetes ya
sea ésta diabetes mellitus tipo | o Il y se clasifica de acuerdo al quinto aspecto de la invencién como un
paciente que padece de nefropatia diabética, se le trata con al menos una composicion farmacéutica
seleccionada de las siguientes: estatinas, antiplaquetarios, inhibidores del cotransportador de sodio-
glucosa tipo 2 (SGLT2) tales como empagliflozina o canagliflozina, o con analogos del péptido similar al
glucagén-1 (GLP-1) tales como el liraglutido. Preferiblemente si el paciente padece de diabetes mellitus
tipo Il y se clasifica de acuerdo al quinto aspecto de la invencién como un paciente que padece de
nefropatia diabética, se le trata con inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2)

tales como empagliflozina o canagliflozina.

Un sexto aspecto de la invencidon se refiere a un método de cribado de pacientes con alto riesgo de
muerte y que padecen o han sido diagnosticados con enfermedad renal, preferiblemente de ERC vy
donde preferiblemente dicho diagndstico de ERC se hace en base al filtrado glomerular y/o la
albuminuria, que comprende analizar una muestra de orina aislada obtenida del paciente, determinar al
menos los niveles o concentracion urinarios de GDF15, y comparar dicho nivel o concentracién con un
valor control, donde si existe una alteracion de dicho nivel o concentracion y dicha alteracién constituye
un incremento con respecto al valor control, el paciente se selecciona como un paciente con prondstico
de muerte en un periodo menor a 5 afios, preferiblemente menor a 3 afios, mas preferiblemente menor
a 30 a meses, desde la determinacién de la concentracion incrementada de GDF15 en la orina del
paciente. Preferiblemente, el método es para el prondstico de mortalidad de aquellos enfermos
diagnosticados con dafo renal crénico, donde preferiblemente dicho diagndstico de ERC se hace en
base al FG y/o a la A. En una realizacién preferida del sexto aspecto de la invencién el paciente,
diabético o no, que padece de enfermedad renal, preferiblemente de ERC y donde preferiblemente
dicho diagndstico de ERC se hace en base al FG y/o a la A, y se clasifica de acuerdo al sexto aspecto de la
invencién como un paciente con prondstico de muerte en un periodo menor a 5 afios, se le trata con al
menos una composicion farmacéutica seleccionada de las siguientes: estatinas, antiplaquetarios,
inhibidores del cotransportador de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2) tales como empagliflozina o

canagliflozina, o con andlogos del péptido similar al glucagdn-1 (GLP-1) tales como el liraglutido..
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En un séptimo aspecto, la presente invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en adelante kit o
dispositivo de la invencion, para el diagndstico y/o prondstico de dafio renal segin cualquiera de los
métodos descritos anteriormente, que comprende los reactivos necesarios para determinar el nivel o
concentracién de GDF15 en una muestra de orina tales como anticuerpos anti-GDF15, o fragmentos de
los mismos o aptameros anti-GDF15 o fluorocromos. En una realizacion preferida, el kit comprende los
sustratos necesarios para determinar cuantitativamente la concentracion o al nivel de GDF15 mediante
un método fluorométrico o mediante cualquier tipo de inmunoensayo (tal y como un ELISA) utilizando
anticuerpos anti-GDF15 o fragmentos de los mismos o aptameros anti-GDF15. En un quinto aspecto, la
presente invencion se refiere al uso dicho kit para el diagndstico y prondstico del dafio renal,
preferiblemente para llevar a cabo cualquiera de los métodos descritos en los aspectos segundo a sexto

de la presente invencion.

Los siguientes ejemplos meramente ilustran, pero en ningun caso limitan la presente invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1. Curvas ROC GDF15 en sangre, suero y prediccion de mortalidad

Las curvas ROC mostradas en las figuras 4 y 5 justifican que GDF15 en orina es un biomarcador predictor

de mortalidad significativamente mejor que en suero.

Los datos de la figura 4 ilustran el comportamiento de GDF15 en orina como predictor de mortalidad:
AUC: 0,952 (p<0,001)

indice de Youden: 0,810

Punto de corte: 13,83 ng/mg

Sensibilidad: 1

1-Especificidad: 0,190

Los datos de la figura 5 ilustran el comportamiento de GDF15 en suero como predictor de mortalidad:
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AUC: 0,896 (p<0,001)
indice de Youden: 0,701
Punto de corte: 2,98 ng/ml
Sensibilidad: 0,889

1-Especificidad: 0,188

Ejemplo 2. Comparacion entre determinar niveles urinarios de GDF15 en vez de niveles séricos de

GDF15, para el diagndstico de nefropatia diabética

Se analizaron los valores de GDF15 séricos y en orina, observando que los pacientes con valores de
GDF15 mas altos correspondian a pacientes con diagndstico de nefropatia diabética, en sangre eran 2
veces mas altos y en orina 3 veces mas altos en pacientes con nefropatia diabética comparados con

otros diagndsticos.

Sin embargo, comprobar si un paciente padece o no de nefropatia diabética resulta especialmente util
en pacientes diabéticos, para poder diferenciar la causa de la enfermedad renal crdnica. Por eso se
compararon los niveles de GDF15 urinario entre los pacientes diabéticos con nefropatia diabética y los
pacientes diabéticos sin nefropatia diabética: los pacientes diabéticos con nefropatia diabética tuvieron
niveles de GDF15 urinario 3 veces mas altos y no se vio diferencia alguna con el GDF15 sérico (ver figura

2).

La utilidad clinica de la determinacién de GDF15 en orina, para apoyar o descartar la existencia de
nefropatia diabética sin realizar biopsia renal podria ser de gran interés, porque evitaria realizar la
biopsia, un procedimiento invasivo, en pacientes con alta sospecha clinica de nefropatia diabética y un
GDF15 en orina alto. Por otro lado, una alta sospecha clinica de nefropatia diabética y un GDF15 en
orina bajo, podria sugerir realizar biopsia renal para descartar otra causa de ERC que requiera un
tratamiento diferente al del manejo general de la ERC, como por ejemplo un tratamiento

inmunosupresor.

En la figura 6 se ilustra la curva ROC de GDF15 en orina como biomarcador de nefropatia diabética en

pacientes diabéticos: (N=13)

AUC: 0,900 (p=0,019)
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indice de Youden: 0,750
Punto de corte: 10,486 ng/mg
Sensibilidad: 1,000

1-Especificidad: 0,250
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REIVINDICACIONES

Uso in vitro de al menos los niveles o concentracion urinarios del factor 15 de crecimiento y
diferenciacién (GDF15), opcionalmente normalizados con respecto a los niveles o concentracion

urinarios de creatinina, como marcador de diagndstico y/o prondstico de dafio renal.

El uso segun la reivindicacion anterior, donde los niveles o concentracidn urinarios de GDF15 se

usan como marcador de dafio renal crénico (ERC).

El uso segun la reivindicacién anterior, donde los niveles o concentracién urinarios de GDF15 se

usan como marcador de ERC causado por una nefropatia diabética.

Método para la obtencién de datos utiles en el diagndstico y/o prondstico de dafio renal que
comprende determinar en una muestra aislada de orina los niveles o concentracién urinarios de

GDF15.

El método segun la reivindicacion 4, donde el método es para la obtencidn de datos utiles en el

diagnéstico diferencial de la causa etioldgica del dafio renal en pacientes diabéticos.

El método segun la reivindicacion 4, donde el método es para la obtencidn de datos utiles en el
diagndstico diferencial de la causa etioldgica del dafio renal en pacientes diabéticos, aportando
datos que ayudan en la diferenciacidn entre pacientes diabéticos con nefropatia diabética y sin

nefropatia diabética.

El método segun la reivindicacion 4, donde el método es para la obtencidn de datos utiles en el
prondstico de mortalidad de aquellos enfermos diagnosticados con dafio renal crénico, donde
por prondstico de mortalidad se entiende la muerte del paciente en un periodo menor a 5 afios,
preferiblemente menor a 3 afios, mdas preferiblemente menor a 30 a meses, desde la

determinacion de la concentracion de GDF15 en la orina del paciente.

Método para el diagndstico y/o prondstico de dafio renal que comprende a partir de una
muestra aislada de orina obtenida de un paciente, determinar al menos los niveles o

concentracion urinarios de GDF15, y comparar dicho nivel o concentracidn con un valor control
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o umbral, donde la alteracidon de dicho nivel o concentracién, donde preferiblemente dicha
alteracion constituye un incremento con respecto al valor control o umbral, es indicativa de

dafio renal.

El método segun la reivindicacion 8, donde el paciente es diabético, y donde la alteracién de
dicho nivel o concentraciéon es indicativa de dafio renal crénico causado por nefropatia

diabética.

El método segun la reivindicacién 8, donde el método es para el prondstico de mortalidad de
aquellos enfermos diagnosticados con dafio renal crénico, y donde dicho método comprende
analizar una muestra de orina aislada obtenida del paciente, determinar al menos los niveles o
concentracion urinarios de GDF15, y comparar dicho nivel o concentracién con un valor control
o umbral, donde la alteracidon de dicho nivel o concentracién, donde preferiblemente dicha
alteracion constituye un incremento con respecto al valor control o umbral, es indicativo de un
prondstico de muerte del paciente en un periodo menor a 5 afios, preferiblemente menor a 3
afos, mas preferiblemente menor a 30 a meses, desde la determinacién de la concentracion de

GDF15 en la orina del paciente.

Método de monitorizacidon de la respuesta al tratamiento de un paciente diagnosticado con
dafio renal crénico y que esté actualmente sujeto a tratamiento, que comprende a partir de una
muestra aislada de orina obtenida del paciente, determinar al menos los niveles o concentracion
urinarios de GDF15 en dicha muestra, y comparar dicho nivel o concentracion con el nivel o
concentracién de GDF15 en una muestra de orina obtenida en un momento anterior en el
tiempo del mismo paciente, donde la alteracién de dicho nivel o concentracién, donde
preferiblemente dicha alteracidon constituye una reduccién con respecto al valor anterior, es

indicativa de una progresion favorable del paciente.

Uso in vitro de un kit para el diagndstico y/o prondstico de dafio renal segin cualquiera de los
métodos descritos en las reivindicaciones 4 a 10, donde dicho kit comprende anticuerpos anti-
GDF15 o fragmentos de los mismos o aptameros anti-GDF15, para determinar el nivel o

concentracion de GDF15 en una muestra de orina.
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