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DESCRIPCION
Biomarcadores para la prediccion del desarrollo de hipoxemia debido a lesiones pulmonares agudas
Campo técnico de la invencién

La presente invencion se refiere a biomarcadores para la deteccion temprana de una hipoxemia causada por dafio
pulmonar agudo. En particular, la presente invencion se refiere a biomarcadores para la deteccion temprana de
pacientes en riesgo de hipoxemia que se han sometido a cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de un bypass
cardiopulmonar (CPB).

Antecedentes de la invencion

Los dafios pulmonares agudos se diagnostican hoy en dia por el grado de hipoxemia, poniendo en peligro dicha
afeccion a la vida y afectando a mas de un millén de personas en todo el mundo cada afo. Esta afeccion puede
desarrollarse en la semana siguiente después de sufrir eventos fisiopatoldgicos como, p. €j., neumonias, inhalacién
de agentes toxicos, aspiracion de contenidos gastricos, sepsis, CPB, cirugia mayor, transfusion de sangre y
traumatismos graves, entre otros. Independientemente del factor desencadenante inicial, el resultado es un
intercambio anormal de gases causado por una inflamacién excesiva y una coagulacion alterada. La inflamacion de
las células endoteliales, la extension de las uniones celulares, la acumulacion de edemas, la aparicién de
membranas alveolares desnudas, el aumento de la pinocitosis y el colapso alveolar son ciertas caracteristicas de
esta disfuncion.

Actualmente, ninguna intervencion terapéutica ha demostrado todavia ser util para impedir la progresion de la
enfermedad y no existe ninguna prueba diagndstica definitiva. Por lo tanto, el diagndstico se basa en la actualidad
en cuatro criterios: la aparicion aguda de los sintomas, una hipoxemia arterial, infiltrados pulmonares bilaterales en
las radiografias toracicas y ausencia de hipertension en la arteria izquierda. La hipoxemia arterial aparece
relativamente tarde y, por lo tanto, es un mal predictor para el diagnostico precoz. Por lo tanto, la identificacion
previa de pacientes con riesgo de desarrollar dafios pulmonares agudos durante el curso de su enfermedad
permitiria desarrollar opciones terapéuticas particularmente dirigidas a dicha enfermedad.

Se han realizado esfuerzos sustanciales para comprender la dafio pulmonar agudo y multiples mecanismos parecen
estar involucrados. En general, la investigacion se centra en comprender el delicado equilibrio entre las respuestas
inmunoldgicas protectoras y las perjudiciales.

Bojko et al. (Journal of Pharmaceutical Analysis, vol. 4, no. 1, 1 de febrero de 2014 (2014-02-01), paginas 6-13)
describe perfiles metabdlicos de muestras de plasma de pacientes sometidos a cirugia cardiaca con el uso de CPB.
Bojko et al. no se refiere a los casos de hipoxemia o lesiones pulmonares agudas.

Serkova et al. ((2011), American Journal of respirative and Critical Care Medicine, vol. 184, no. 6, paginas 647-655) y
Stringer et al. (American Journal of Physiology. Lung Cellular and Molecular Physiology, vol. 300, no. 1, 1 de octubre
de 2010 (2010-10-01), paginas 4-11) se refieren a la metabolémica usada para el descubrimiento de biomarcadores
en enfermedades criticas, como en pacientes con ALl inducida por sepsis. Ambos documentos describen un sistema
que comprende un analizador y un procesador para realizar el analisis metabolémico.

Shah et al. (Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery, vol. 143, no. 4, (2011-09-15), paginas 873-878)
describe perfiles metabdlicos de dicarboxilacilcarnitinas de cadena corta, metabolitos relacionados con cetonas y
acilcarnitinas de cadena corta que estan asociadas con un resultado adverso después de un injerto de
revascularizacion coronaria (CABG). Los resultados adversos engloban a la supervivencia libre de eventos, los
infartos de miocardio, las intervenciones coronarias percutaneas o alguna repeticion de CABG. Sin embargo, no se
realiza ningun muestreo durante la cirugia o poco después de ésta.

Agostoni et al., (European Respiratory Journal, vol. 37, no. 4, 22 de julio de 2010 (2010-07-22), paginas 841-847)
describe que el tensioactivo proteina B y RAGE aumentan en el plasma durante las derivaciones cardiopulmonares.
Se registran durante la cirugia y durante los 2 dias siguientes parametros hemodinamicos y de intercambio de
gases.

Engels et al. (International Journal of Artificial Organs, vol. 37, no. 9, (2014-09-01), paginas 679-687) describe el uso
de Elastasa, CC16 y el tensioactivo proteina D como biomarcadores para controlar la funcion pulmonar en pacientes
después de una BCP. Se tomaron muestras de sangre antes de la operacion, al cierre de la herida, 2 y 18 horas
después de la llegada a la unidad de cuidados intensivos. También se midieron PaO2/FiO2 y el gradiente de Aa-02.
No se realizd ninguna medicion de los metabolitos.

Engels et al. (Journal of Cardiothoracic Surgery, vol. 8, no. 1, 9 de enero de 2013 (2013-01-09), pagina 4) describe
que se pueden usar SPD y CC16 como biomarcadores en cirugia cardiaca. También se mide la disfuncion
pulmonar, pero no los metabolitos.
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Engels et al. (Disease Markers, vol. 18, no. 3, 1 de enero de 2015 (01-01-2015), paginas 203-210) es una revision de
biomarcadores (péptidos, no metabolitos) para lesiones pulmonares en cirugia cardiotoracica.

Por lo tanto, seria ventajoso un mejor método para identificar a pacientes con riesgo de desarrollar dafios
pulmonares agudos hipoxémicos y, en particular, seria beneficioso para los médicos y la atencion al paciente en
general desarrollar un método mas eficiente y/o fiable para identificar a pacientes con cierto riesgo de desarrollar
hipoxemias.

Compendio de la invencion

La disfuncion pulmonar sigue siendo la complicacion mas comun de la cirugia cardiaca. La presente invencion se
refiere a un conjunto de biomarcadores que pueden usarse para predecir a los pacientes que desarrollaran
hipoxemia en un futuro después de haber sufrido una cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de bypass
cardiopulmonar (CPB). Se plantea la hipétesis de que las primeras etapas del dafio pulmonar agudo postoperatorio
pueden detectarse con metabolitos. En este sentido, se ha investigado si los cambios de metabolitos en la sangre
recolectada de la arteria pulmonar (AP) y la auricula izquierda (LA) en el primer dia postoperatorio podrian funcionar
como biomarcadores en el desarrollo de hipoxemia. Sorprendentemente, se identificaron potentes biomarcadores
predictivos de dafio pulmonar agudo postoperatoria dos dias antes del diagndstico clinico.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion se refiere a la identificacion de biomarcadores predictivos para el
desarrollo de la hipoxemia.

Por lo tanto, un aspecto de la invencion se refiere a un método para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia,
comprendiendo el método

- proporcionar una muestra bioldgica (dicha muestra es previamente provista) de un sujeto, que ha sido sometido a
cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de un bypass cardiopulmonar (CPB), en el que de dicho sujeto se ha
proporcionado dicha muestra entre el inicio de la cirugia (definido como el tiempo de incisiéon en la piel) y 72 horas
después del desenganche del circuito de CPB;

- determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en carnitina, citrato,
isobutirilglicina, O-N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y acido isobutirico;

ylo

- determinar la proporcidon entre niveles de biomarcadores de al menos una relacidon seleccionada de
citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina, alanina/fenilalanina, citrato/N-6xido de trimetilamina (TMAQ), carnitina/TMAO,
acido isobutirico/fenilalanina y/o isobultirilglicina/arginina;

- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores o relaciones con uno o mas niveles de referencia
(metabdlicos);

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de uno o mas
biomarcadores esta por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se encuentra
en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho uno o mas niveles son iguales o inferiores respecto a uno o mas niveles
de referencia;

ylo

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicha una o mas relaciones entre
los niveles de biomarcadores estan por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no
se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de uno o mas las relaciones entre niveles de
biomarcadores son iguales o inferiores a uno o mas niveles de referencia.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia,
comprendiendo el método:

- proporcionar una muestra bioldgica, tal como suero, plasma o sangre completa (se ha proporcionado dicha
muestra) de un sujeto, habiendo sido, dicho sujeto, sometido a cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de un
bypass cardiopulmonar (CPB), en el que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra entre el tiempo de
desenganche del CPB (0 horas) (o el inicio de la cirugia (definido como el tiempo de la incision en la piel)) y 20 horas
después del desenganche del circuito de CPB;

- determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en trigonelina; hipoxantina;
dopamina; dihidroxifenilalanina (dopa); e inosina;

- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores con uno o mas niveles de referencia (metabdlicos);
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- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de al menos uno de los
metabolitos trigonelina, hipoxantina, dopamina e inosina estan por debajo de uno o mas niveles de referencia, y/o
determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de dihidroxifenilalanina
(Dopa) esta por encima de uno o mas niveles de referencia;

[0}

- determinar que dicho sujeto no se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de al menos uno de
los metabolitos trigonelina, hipoxantina, dopamina e inosina son superiores o iguales a uno o mas niveles de
referencia, y/o determinar que dicho sujeto no se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de
dihidroxifenilalanina (Dopa) es inferior o igual a uno o mas niveles de referencia;

Otro aspecto de la presente invencioén se refiere a un método para evaluar la eficacia del tratamiento para prevenir la
hipoxemia, comprendiendo el método:

- completar el método de acuerdo con el primer (y/o segundo) aspecto de la invencion;

- para un sujeto considerado en riesgo de desarrollar hipoxemia, evaluando si un protocolo de tratamiento para la
prevencion de la hipoxemia da como resultado que dicho sujeto no desarrolle hipoxemia en la siguiente semana
desde el desenganche del circuito de CPB.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un sistema dispuesto para determinar el riesgo de
desarrollar hipoxemia; comprendiendo el sistema:

- un analizador, tal como un espectrometro de RMN o un espectrometro de masas, estando dispuesto:

- a recibir una muestra bioldgica de un sujeto, habiendo sometido dicho sujeto a una cirugia cardiaca a corazén
abierto con el uso de un bypass cardiopulmonar (CPB), en el que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra entre
el inicio de la cirugia (definida como incisién en la piel) y 72 horas después del desenganche del circuito CPB; y

- a determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en carnitina, isobutirilglicina,
N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y eicosapentanoico, acido isobutirico y citrato;

ylo

- determinar la proporcion entre los niveles de biomarcadores de al menos una proporcion seleccionada del grupo de
relaciones seleccionadas de citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina, alanina/fenilalanina, citrato/TMAO,
carnitina/TMAOQ, acido isobutirico/fenilalanina e isobutirilglicina/arginina;

- un procesador dispuesto a:
- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores o relaciones con uno o mas niveles de referencia; y

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de uno o mas
biomarcadores esta por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se encuentra
en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho uno o mas niveles son iguales o inferiores a uno o mas niveles de
referencia;

ylo

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dichas una o mas relaciones entre
los niveles de biomarcadores estan por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no
se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de una o mas relaciones entre niveles de
biomarcadores son iguales o inferiores al uno o mas niveles de referencia.

Debe entenderse que dicho sistema puede combinarse con un analizador existente, p. €j. un espectrometro de RMN
0 un espectrometro de masas, y una computadora, p. €j. una computadora general provista de un software particular
dispuesto para realizar al menos parte de uno de los métodos mencionados anteriormente de la presente invencion.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

La Figura 1 muestra huellas metabdlicas en suero: Perfiles espectrales de resonancia magnética nuclear ("H RMN)
Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) de 600 MHz unidimensionales representativos de un paciente que no presenta
signos de disfuncion pulmonar ni hipoxemia (presién parcial de oxigeno en sangre arterial, PaO, = 10,7 kPa u 80,3
mmHg) (negro) y un paciente diagnosticado con dafio pulmonar agudo definido por hipoxemia (PaO, = 4,9 kPa o
36,8 mmHg) (gris) 72 horas después del desenganche del bypass cardiopulmonar (CPB). La diferencia de espectro
(no afectada - hipoxemia) describe fluctuaciones de metabolitos entre pacientes. Se observan niveles mas altos de
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sefiales de lipoproteinas, acidos grasos y niveles mas bajos de algunos metabolitos mas pequefios en el paciente
hipoxémico en comparacion con el paciente no afectado.

Figura 2

La figura 2 muestra la curva de caracteristicas operativas del receptor (ROC) de biomarcadores de progresion inicial
en dafo pulmonar agudo después de una cirugia cardiaca. Los niveles de biomarcadores (ya sea concentraciones
de metabolitos individuales o relaciones entre dos metabolitos) se midieron la primera mafiana después del
desenganche de CPB.

figura 3

La Figura 3 muestra las diferencias en los niveles de metabolitos entre los grupos de pacientes expresados como
"numeros de cambios". Los numeros de cambios metabdlicos se calcularon como el cambio porcentual medio entre
pacientes leves frente a pacientes no afectados (rectangulos) y pacientes graves frente a pacientes no afectados
(rectangulos negros) ((A-U)/U) * 100), donde A = afectado (leve o grave) y U = no afectado). Se descubrié que los
metabolitos marcados con un asterisco variaban significativamente entre los grupos mediante el uso de ANOVA
unidireccional o su prueba analoga no paramétrica de Kruskal-Wallis (* 0,09> p> 0,01, ** 102> p> 1073, *** 10> p>
105, **** p <109).

Figura 4

La Figura 4 muestra la distribucion de las concentraciones de metabolitos en los grupos de pacientes no afectados
(U), afectados levemente (M) y severamente (S) por hipoxemia, medidos en la primera mafiana después del
desenganche del CPB.

Figura 5

La Figura 5 muestra la distribucion de las relaciones metabdlicas mas significativas encontradas diferenciando los
tres grupos de pacientes (no afectados (U), levemente (M) y severamente (S)).

Figura 6

Proceso de trabajo del método informatico descrito en la invencién. El cuadro de la izquierda representa las técnicas
de procesamiento estandar aplicadas para los estudios de RMN y metabonémica que estan integrados en paquetes
conectados al sistema RMN. El cuadro de la derecha representa el flujo de trabajo actual y contiene una secuencia
de comandos/prueba que realiza: 1) el preprocesamiento automatico de los datos espectrales (transformacion
generalizada de registros, normalizacion, escalado), 2) la eliminacion de caracteristicas de regiones espectrales que
no se correlacionan con los valores de PaO; utilizados en el diagndstico durante tres dias después de la operacion,
3) andlisis de datos estadisticos multivariados con el uso de la técnica de aprendizaje automatico de regresion PLS
para predecir los valores de oxigenacion (PaO2 o PaO./Fi O, en kPa), 4) calibracion y validacion de los resultados de
la regresion PLS, 5) visualizacion de los resultados, incluidos los detalles pronosticados de un paciente basado en
los modelos utilizados como referencias, 6) analisis de datos estadisticos multivariados con el uso de la técnica de
aprendizaje automatico PLS-DA para detectar enfermedades, evaluar el diagnéstico (hipoxemia o nada) y
determinar el riesgo de ARDS, 7) calibraciéon y validacion de los resultados de PLS-DA, 8) visualizacion de los
resultados, incluidos los detalles pronosticados de un paciente segun los modelos utilizados como referencia. Debido
a que la secuencia de comandos/programa contiene 500 espectros como referencias en muestras de suero
recolectadas en diferentes momentos (después de la toracotomia (incision en la piel) pero antes del acoplamiento al
CPB, justo después del desenganche del CPB (0 horas), 2 horas, 4 horas y 8 horas después de la CPB)), también
puede ser aplicable para controlar el efecto de diferentes tratamientos e intervenciones terapéuticas y para
determinar si la condicion de un paciente esta en erupcidon o remision después de que se haya iniciado un
tratamiento.

Figura 7

Ejemplo representativo de regiones de interés encontradas que se correlacionan con el grado de hipoxemia
determinado tres dias después de la operacidon por la prueba clinica estandar. Las regiones numeradas
corresponden a 1) Histidina, 2) Fenilalanina, 3) PUFA, 4) Carnitina, 5) TMAO, 6) Citrato, 7) N-AcGlc y 8) Alanina.

Figura 8

La Figura 8 muestra la concentracion relativa de metabolitos representados como graficos de histograma con la
media y la desviacion estandar indicada por los intervalos de confianza del 95%.

A) trigonelina; B) hipoxantina; C) dopamina; D) Dihidroxifenilalanina (Dopa); y E) inosina. -CPB' = después de
esternotomia pero antes de CPB; '+ CPB' = después del desenganche de CPB (0 horas); '2 h' = 2 horas después del
desenganche del CPB; '4 h' = 4 horas después del desenganche del CPB; '8 h' = 8 horas después del desenganche
del CPB; '20 h' = 20 horas después del desenganche de CPB. "Ninguno" = pacientes que no presentan hipoxemia



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2763342 T3

(no afectados; "Leve" = pacientes afectados levemente por hipoxemia y "Severo" = pacientes afectados
severamente por hipoxemia.

La presente invencion se describira a continuacion con mas detalle en las siguientes secciones.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

Antes de discutir la presente invencion con detalle, primero se definiran los siguientes términos y convenciones:
Hipoxemia

La hipoxemia es una condicion peligrosa, en la que el contenido de oxigeno en la sangre arterial cae por debajo de
los niveles normales. Una disminucion en el suministro de oxigeno afecta a los pulmones, el cerebro, el higado y
otros 6rganos, y cuya afeccion mas grave puede provocar insuficiencia organica e incluso la muerte. Los casos de
hipoxemia mas graves se observan en pacientes que padecen un sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS),
que tiene una tasa de mortalidad del 20-40%. En el presente contexto, la hipoxemia se define como la relacion entre
la presion parcial de oxigeno arterial (PaO;) y la fraccion de oxigeno inspirado (FiO2). Se considera que los
pacientes que presentan valores de PaO,/FiO; por debajo de 40 kPa (300 mmHg) tienen un dafio pulmonar agudo.
Cuanto mas bajo es el valor, mas grave es la condicion.

Lesion aguda pulmonar

El dafo pulmonar agudo (ALI) es una enfermedad heterogénea, que se define por la aparicion aguda de
insuficiencia respiratoria hipoxémica, con infilirados pulmonares en la radiografia de térax debido a un edema
pulmonar no cardiogénico. Los valores de PaO,/FiO; en pacientes con ALI estan por debajo de 40 kPa (300 mmHg);
donde PaO; es la presion parcial de oxigeno en la sangre arterial, y FiO- es la fraccion de O, inspirado.

Bypass cardiopulmonar (CPB)

El bypass cardiopulmonar (CPB) es una técnica que asume temporalmente la funcion del corazén y los pulmones
durante la cirugia cardiaca, manteniendo la circulacion de la sangre y el intercambio de gases. EI CPB en si mismo a
menudo se denomina maquina corazén-pulmén o "la bomba".

Nivel de referencia

En el contexto de la presente invencion, la expresion "nivel de referencia" se refiere a un estandar en relaciéon con
una cantidad, con la que se pueden comparar otros valores o caracteristicas.

En una realizacion de la presente invencion, es posible determinar un nivel de referencia investigando la abundancia
de uno o mas de los biomarcadores de acuerdo con la invencién en muestras (de sangre) de sujetos que no
desarrollaron hipoxemia bajo la misma condicion quirtrgica. Al aplicar diferentes medios estadisticos, como el
analisis multivariado, se pueden calcular uno o mas niveles de referencia.

En base a estos resultados, se puede obtener un limite que muestre la relacién entre los niveles detectados y los
pacientes en riesgo. De este modo, el limite puede usarse para determinar la cantidad de uno o mas biomarcadores,
lo que corresponde, por ejemplo, a un mayor riesgo de desarrollar hipoxemia.

Evaluacién de riesgos

Los presentes inventores han desarrollado con éxito un nuevo método para predecir el riesgo de desarrollar
hipoxemia para un paciente con varios dias de anticipacion. Los resultados presentados en los ejemplos muestran
que los biomarcadores descritos (solos o en combinacién) parecen ser marcadores eficientes para determinar si un
paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar hipoxemia postoperatoria.

Para determinar si un paciente tiene un mayor riesgo de desarrollar hipoxemia debido a complicaciones pulmonares
relacionadas, como un dafio pulmonar agudo, se debe establecer un limite. Este limite puede ser establecido por el
laboratorio, el médico o caso por caso para cada paciente.

El nivel de corte podria establecerse utilizando varios métodos, que incluyen:

pruebas estadisticas multivariadas (como analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA), bosque
aleatorio, maquina de vectores de soporte, etc.), percentiles, media mas o menos desviacion estandar; valor medio;
numero de cambios.

El analisis discriminante multivariante y otras evaluaciones de riesgos se pueden realizar en los paquetes
estadisticos informaticos gratuitos o disponibles en el mercado (SAS, SPSS, Matlab, R, etc.) u otros paquetes de
software estadistico o software de deteccion conocidos por los expertos en la materia.
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Como es obvio para cualquier experto en la técnica, en cualquiera de las realizaciones discutidas anteriormente,
cambiar el nivel de corte de riesgo podria cambiar los resultados del analisis discriminante para cada paciente.

La estadistica permite evaluar la importancia de cada nivel de metabolito. Las pruebas estadisticas cominmente
utilizadas aplicadas a un conjunto de datos incluyen pruebas t, pruebas f o incluso pruebas mas avanzadas y
métodos de comparacion de datos. El uso de tal prueba o método permite determinar si dos 0 mas muestras son

significativamente diferentes o no.

La importancia puede determinarse mediante la metodologia estadistica estandar conocida por los expertos en la
materia.

El nivel de referencia elegido puede cambiarse dependiendo del mamifero/sujeto para el cual se aplica la prueba.
Preferiblemente, el sujeto de acuerdo con la invencién es un sujeto humano.

El nivel de referencia elegido puede cambiarse si se desea para dar una especificidad o sensibilidad diferente como
se conoce en la técnica. La sensibilidad y la especificidad son variables estadisticas ampliamente utilizadas para
describir y cuantificar como de bueno y confiable es un biomarcador o una prueba diagnéstica. La sensibilidad
evallia como de bueno es un biomarcador o una prueba diagnéstica para detectar una enfermedad, mientras que la
especificidad estima la probabilidad de que un individuo (es decir, un control, un paciente sin enfermedad) pueda
identificarse correctamente como no enfermo.

Se utilizan varios términos junto con la descripcion de sensibilidad y especificidad; verdaderos positivos (TP),
verdaderos negativos (TN), falsos negativos (FN) y falsos positivos (FP). Si se demuestra que una enfermedad esta
presente en un paciente enfermo, el resultado de la prueba diagndstica se considera TP. Si una enfermedad no esta
presente en un individuo (es decir, control, paciente sin enfermedad), y la prueba de diagnodstico confirma la
ausencia de enfermedad, el resultado de la prueba es TN. Si la prueba de diagnédstico indica la presencia de
enfermedad en un individuo sin dicha enfermedad, el resultado de la prueba es FP. Finalmente, si la prueba de
diagndstico indica que no hay presencia de enfermedad en un paciente con enfermedad, el resultado de la prueba
es FN.

Sensibilidad

Sensibilidad = TP/(TP + FN) = nimero de evaluaciones positivas verdaderas/niumero de todas las muestras de
pacientes con enfermedad.

Como se usa en este documento, la sensibilidad se refiere a las medidas de la proporcion de positivos reales que se
identifican correctamente como tales, en analogia con una prueba de diagndstico, es decir, el porcentaje de
personas que tienen PaO; por debajo de lo normal que se identifican como PaO- por debajo de lo normal.

Especificidad

Especificidad = TN/(TN + FP) = nimero de evaluaciones negativas verdaderas/niumero de todas las muestras de los
controles.

Como se usa en este documento, la especificidad se refiere a las medidas de la proporcion de negativos que se
identifican correctamente, es decir, el porcentaje de mamiferos o personas que tienen PaO, en un nivel normal y que
se identifican como que tienen PaO, en un nivel normal. La relacion entre sensibilidad y especificidad puede
evaluarse mediante la curva ROC. Esta representacion grafica ayuda a decidir el modelo 6ptimo mediante la
determinacion del mejor umbral o limite para una prueba de diagndstico o un candidato a biomarcador.

Como entenderan generalmente los expertos en la materia, los métodos de deteccion son procesos de toma de
decisiones vy, por lo tanto, la especificidad y sensibilidad elegidas dependen de lo que se considera el resultado
6ptimo por una institucion/personal clinico determinado.

Seria obvio para toda persona experta en la técnica que puede ser ventajoso seleccionar una mayor sensibilidad a
expensas de una menor especificidad en la mayoria de los casos, para identificar tantos pacientes con enfermedad
como sea posible.

En una realizacion preferida, la invencion se refiere a un método con una alta especificidad, tal como al menos 70%,
tal como al menos 80%, tal como al menos 90%, tal como al menos 95%, tal como 100%.

En otra realizaciéon preferida, la invencion se refiere a un método con una alta sensibilidad, tal como al menos 80%,
tal como al menos 90%, tal como 100%.

Otra parte de la invencion se refiere a un método en el que la relaciéon entre al menos dos marcadores se usa para
predecir si un sujeto esta o no en riesgo de desarrollar hipoxemia.
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Método para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia.

Como se describié anteriormente, los presentes inventores han identificado un nuevo conjunto de biomarcadores,
que pueden usarse para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia para un sujeto que se ha sometido a cirugia
cardiaca a corazdn abierto con el uso de bypass cardiopulmonar (CPB). Por lo tanto, el primer aspecto de la
invencion se refiere a un método para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia, comprendiendo el método:

- proporcionar una muestra biolégica (dicha muestra ha sido proporcionada) de un sujeto, habiendo dicho sujeto sido
sometido a cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de un bypass cardiopulmonar (CPB), en el que dicha
muestra ha sido proporcionada por dicho sujeto entre el inicio de la cirugia (definida como incisién en la piel) y 72
horas después del desenganche del circuito de CPB;

- determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en carnitina, citrato,
isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y acido isobutirico;

ylo

- determinar la relacion entre niveles de marcadores de al menos una relacion seleccionada del grupo de relaciones
seleccionadas de citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina, alanina/fenilalanina, citrato/N-6xido de trimetilamina
(TMAO), carnitina/TMAOQO, acido isobutirico/fenilalanina, e isobutirilglicina/arginina;

- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores o relaciones con uno o mas niveles de referencia;

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de uno o mas
biomarcadores esta por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se encuentra
en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho uno o mas niveles son iguales o inferiores a uno o mas niveles de
referencia;

ylo

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dichas una o mas relaciones entre
los niveles de biomarcadores estan por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no
se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de una o mas relaciones entre niveles de
biomarcadores son iguales o inferiores a uno o mas niveles de referencia.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere a un método para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia,
comprendiendo el método:

- proporcionar una muestra bioldgica, tal como suero, plasma o sangre completa (se ha proporcionado dicha
muestra) de un sujeto, habiéndose sometido dicho sujeto a cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de un
bypass cardiopulmonar (CPB), en el que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra entre el tiempo de
desenganche del CPB (0 horas) (o el inicio de la cirugia (definido como el tiempo de la incisién en la piel)) y 20 horas
después del desenganche del circuito de CPB;

- determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en trigonelina; hipoxantina;
dopamina; dihidroxifenilalanina (Dopa); e inosina;

- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores con uno o mas niveles de referencia (metabdlicos);

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de al menos uno de los
metabolitos trigonelina, hipoxantina, dopamina e inosina estan por debajo de uno o mas niveles de referencia, y/o
determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de dihidroxifenilalanina
(Dopa) esta por encima de uno o mas niveles de referencia;

o

determinar que dicho sujeto no tiene riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de al menos uno de los
metabolitos trigonelina, hipoxantina, dopamina e inosina son superiores o iguales a uno o mas niveles de referencia,
y/o determinar que dicho sujeto no se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de
dihidroxifenilalanina (Dopa) es inferior o igual a uno o mas niveles de referencia.

Para dicho segundo aspecto, los niveles de los biomarcadores se determinan preferiblemente en las siguientes 20
horas posteriores a la separacion del circuito CPB, mas preferiblemente en las siguientes 4 horas, y aun mas
preferiblemente en los siguientes minutos después de la separacion/desenganche del circuito CPB, como en los
siguientes 10 minutos, como en los siguientes 5 minutos o como en los siguientes 2 minutos.

Debido a que la hipoxemia normalmente se desarrolla en los 3-7 dias posteriores a una exposicién inicial como la
BCP, es deseable una prediccion inicial de la afeccion. Para lograr una prediccion inicial, puede ser ventajoso
obtener/proporcionar (o haber proporcionado) la muestra (de sangre) en varios momentos poco después de la
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cirugia, dentro de un intervalo de 2 dias después de la operacion. Por lo tanto, en una realizacion, dicha muestra se
proporciona (o se ha proporcionado) de dicho sujeto en las siguientes 48 horas posteriores a la separacion del
circuito CPB, como en las siguientes 30 horas, como en las siguientes 20 horas, como en las siguientes 16 horas,
como en las siguientes 10 horas, como en las siguientes 8 horas, como en las siguientes 5 horas, como en las
siguientes 4 horas, como en las siguientes 2 horas, como en la siguiente hora, o justo después del desenganche del
circuito CPB. En otra realizacion, dicha muestra se proporciona (o0 se ha proporcionado) de dicho sujeto (por
ejemplo, 2 horas o 90 minutos, o 60 minutos) antes de la separacion del circuito CPB hasta 2 horas después de la
separacion del circuito CPB.

En el ejemplo 2, las muestras se obtuvieron la primera mafana (16 horas) después del desenganche del CPB. En el
ejemplo 5, se obtuvieron muestras en diferentes momentos después de la separacion del CPB (t = 0 hasta t = 8
horas).

En el ejemplo 6 se muestra que las muestras se obtuvieron en diferentes momentos después de la esternotomia
pero antes del CPB y después del desenganche del CPB (t = -CPB, t = + CPB (0 horas) hasta t = 20 horas). Todos
los ejemplos proporcionan fuertes valores predictivos en relacion con el riesgo de desarrollar hipoxemia.

Por supuesto, debe entenderse que los niveles en la relacién indicada también podrian revertirse matematicamente,
lo que daria como resultado que el riesgo indicado seria lo contrario. Se considera que esto también forma parte de
la presente invencion.

Se puede predecir que la hipoxemia prevista ocurrira en diferentes periodos de tiempo. Por lo tanto, en otra
realizacion, se predice que la hipoxemia se produce en la siguiente semana desde el inicio de la cirugia cardiaca, tal
como en las siguientes 72 horas, tal como en las siguientes 60 horas, o tal como en las siguientes 48 horas,
preferiblemente en las siguientes 72 horas.

En una realizacion, dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra después de la esternotomia pero antes del
desenganche del circuito de CPB hasta 2 horas después del desenganche del circuito de CPB.

Cuando se obtiene la muestra, el sujeto normalmente tendra niveles normales de oxigeno (PaO./FiO»> 40 kPa (>
300 mmHg)) y, por lo tanto, no sufrira hipoxemia. Por lo tanto, en una realizacién adicional, dicho sujeto tiene niveles
normales de oxigenacion de la sangre en el momento en que se obtuvo la muestra, tal como tener un PaO2/FiO;
igual o superior a 40 kPa (300 mmHg). Para aumentar el valor predictivo del método, el método de la invencion
determina preferiblemente mas de un biomarcador. Por lo tanto, en una realizacién, se determinan los niveles de al
menos dos biomarcadores. En otra realizacién, se determinan los niveles de al menos tres biomarcadores, como al
menos cuatro biomarcadores, como al menos cinco biomarcadores, como al menos seis biomarcadores.

En otra realizacion, se determinan al menos las relaciones entre citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina y
alanina/fenilalanina.

En otra realizacion, se determinan al menos los niveles de carnitina y citrato. En otra realizacién mas, se determinan
al menos los niveles de carnitina y citrato, y la relacion citrato/U (metabolito no identificado que ocurre a 5,10-5,08
ppm en nuestro espectro de RMN). En otra realizacion mas, se determinan al menos los niveles de carnitina, citrato,
isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y acido isobutirico.

El tipo de material de muestra puede variar. Por lo tanto, en una realizacion, la muestra es una muestra de sangre,
tal como sangre completa, suero y/o plasma. La muestra de sangre puede haber sido provista desde diferentes
lugares del sujeto. En una realizacién, la muestra de sangre se ha obtenido de la auricula izquierda (LA), la arteria
pulmonar (PA), sangre venosa y/o sangre arterial.

La determinacion de la presencia y los niveles de estos metabolitos en una muestra se puede realizar por muchos
métodos diferentes. Por lo tanto, en una realizacién, dicho nivel de biomarcadores se determina mediante un método
seleccionado del grupo que consiste en espectrometria de masas (GC-MS, LC-MS), HPLC, Raman, NIR y
espectroscopia de RMN. La persona experta puede identificar otros métodos, que pueden usarse.

La gravedad de la hipoxemia puede variar. En una realizacion, dicho sujeto se determinado que esta en riesgo de
tener una hipoxemia leve. En el presente contexto, los pacientes con hipoxemia leve tienen un PaO./FiO, en el
intervalo entre 40-26,6 kPa (300-200 mmHg).

En otra realizacion, se determina que dicho sujeto se encuentra en riesgo de tener hipoxemia severa. En el presente
contexto, la hipoxemia severa se define como pacientes que tienen una PaO,/FiO, <26,6 kPa (200 mmHg).

El tipo de cirugia cardiaca a corazén abierto puede variar. Por lo tanto, en una realizacién, dicha cirugia a corazon
abierto se selecciona del grupo que consiste en injerto de derivacion de arteria coronaria y cirugia valvular.

Los niveles de referencia pueden determinarse de diferentes maneras. En una realizacion, dichos uno o mas niveles
de referencia se determinan a partir de los niveles de dichos biomarcadores en muestras de sangre de sujetos que
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se sometieron a cirugia a corazon abierto con el uso de CPB, que no desarrollaron hipoxemia después de la
operacion como se diagnostica mediante pruebas de diagndstico estandar al menos 3 dias después de la operacion.

El valor predictivo del método puede incrementarse adn mas al incluir biomarcadores adicionales en el ensayo. La
Tabla 4 enumera algunos de los biomarcadores identificados que también tienen un valor predictivo, aunque con un
poder predictivo mas bajo. Por lo tanto, en una realizacién, dicho método comprende ademas determinar el nivel de
al menos un marcador seleccionado del grupo listado en la Tabla 4.

En ese caso, la determinacion segun el método de la invencion seria:

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dichos uno o mas niveles de
biomarcadores estan por debajo/por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se
encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dichos uno o mas niveles de los biomarcadores son iguales, estan
por encima/por debajo de uno o mas niveles de referencia.

De la tabla 4, los expertos podran adaptar el método en consecuencia.
Inicio del tratamiento basado en la prediccion.

Si un sujeto se considera que esta en riesgo de desarrollar hipoxemia, puede ser ventajoso iniciar un tratamiento
preventivo para evitar que ocurra la hipoxemia. Por lo tanto en otra realizacién de la invencién el método comprende
ademas, para un sujeto considerado en riesgo de desarrollar hipoxemia inicial,

- proporcionar a dicho sujeto un protocolo de tratamiento inicial para la prevencion de la hipoxemia, tal como un
tratamiento antioxidante, tratamiento antiinflamatorio, administracion de glucosa, tratamiento con insulina,
suplementacion con oxigeno, soporte respiratorio y/o tratamiento con liquidos;

ylo
- poner a dicho sujeto bajo observacion para observar el desarrollo de hipoxemia.
Método para evaluar la eficacia del tratamiento para prevenir la hipoxemia.

Al identificar los biomarcadores que permiten la prediccion inicial de la hipoxemia en un sujeto, también es posible
probar/evaluar posibles protocolos de tratamiento que pueden prevenir el desarrollo de la hipoxemia. Por lo tanto,
otro aspecto de la invencion se refiere a un método para evaluar la eficacia del tratamiento para prevenir la
hipoxemia, comprendiendo el método:

- completar el método de acuerdo con el primer aspecto de la invencion; y

- para un sujeto considerado en riesgo de desarrollar hipoxemia, evaluar si un protocolo de tratamiento para la
prevencion de la hipoxemia da como resultado que dicho sujeto no desarrolle hipoxemia al cabo de una semana
después del desenganche del circuito de CPB.

En ciertas realizaciones, después del Ejemplo 5 siguiente, el método comprende aplicar espectroscopia RMN en
dicha muestra bioldgica, p. €j. 1D RMN, para llegar a un espectro resultante que cubra un rango espectral
representativo de dichos biomarcadores, y aplicar un algoritmo informatico en respuesta, para determinar un
resultado indicativo de que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia. Especialmente, dicha
muestra bioldgica, tal como una muestra de sangre, la ha proporcionado dicho sujeto entre el inicio de la cirugia
(definida como incision en la piel) y hasta 24 horas después del desenganche del circuito de CPB (preferiblemente
hasta 8 horas). Preferiblemente, la muestra es una muestra de suero.

Mas especificamente, dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra bioldgica entre un tiempo durante la cirugia, tal
como desde el desenganche del circuito de CPB hasta 8 horas después del desenganche del circuito de CPB. En el
contexto actual, el final de la cirugia se define como el tiempo del cierre de la piel (como por medio de suturas), que
a menudo se produciran entre 1y 2 horas después del desenganche del CPB. Como se muestra en las tablas 5y 6,
se pueden obtener valores predictivos fuertes del riesgo de desarrollar hipoxemia justo después del desenganche
del circuito de CPB.

El método puede comprender seleccionar del espectro resultante una pluralidad de intervalos espectrales (o
regiones), en el que se selecciona una combinacién de intervalos espectrales para cubrir al menos rangos
espectrales indicativos de al menos uno de: arginina, fenilalanina, PUFA, alanina, TMAO, carnitina, acido isobutirico,
isobutirilglicina y citrato. Especialmente, la combinacion de intervalos espectrales se puede seleccionar para cubrir
todos en el grupo de: arginina, fenilalanina, PUFA, alanina, TMAO, carnitina, acido isobutirico, isobutirilglicina y
citrato. Estos compuestos son parte de las proporciones consideradas las mas relevantes segun la presente
invencion. En una realizaciéon adicional, la combinacion de rangos espectrales se selecciona para cubrir al menos
rangos espectrales indicativos de al menos uno de: carnitina, isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido
araquiddnico y eicosapentanoico, acido isobutirico y citrato. En otra realizacién adicional, la combinacion de rangos
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espectrales se puede seleccionar para cubrir todo: carnitina, isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido
araquidodnico y eicosapentanoico, acido isobutirico y citrato.

La combinacion de rangos espectrales puede seleccionarse para cubrir al menos rangos espectrales indicativos de
al menos 14 metabolitos, tales como 14-19 metabolitos. El método puede comprender realizar un analisis estadistico
informatico de dicha combinacion de intervalos espectrales, tal como un analisis estadistico informatico que implica
aplicar un algoritmo de aprendizaje automatico. EI método puede comprender presentar una salida visual indicativa
de que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, p. €j. una presentacion de datos que permita a
un clinico determinar si dicho sujeto esta o no en riesgo de desarrollar hipoxemia.

Siguiendo el Ejemplo 5, un aspecto de la invencion puede definirse como un método para determinar el riesgo de
desarrollar hipoxemia, comprendiendo el método:

- proporcionar una muestra biolégica de un sujeto, habiendo sido sometido dicho sujeto a una cirugia cardiaca a
corazoén abierto con el uso de bypass cardiopulmonar (CPB), en la que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra
entre el inicio de la cirugia (definida como incision en la piel) y 72 horas después del desenganche del circuito CPB;

- aplicar espectroscopia de RMN en dicha muestra bioldgica, tal como realizar un analisis de 1D CPMG RMN para
llegar al espectro resultante representativo del nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que
consiste en carnitina, isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y eicosapentanoico, acido isobutirico
y citrato;

ylo

- dicho espectro resultante es representativo de la relacion entre niveles de biomarcadores de al menos una relacién
seleccionada del grupo de relaciones seleccionadas de citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina, alanina/fenilalanina,
citrato/TMAO, carnitina/TMAO, acido isobutirico/fenilalanina e isobutirilglicina/arginina;

y

- aplicar un algoritmo informatico en dicho espectro resultante que implica una comparacién con los datos de
referencia, para determinar si dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia y/o para determinar si
dicho sujeto no se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia.

Ademas, siguiendo el Ejemplo 5, un aspecto de la invencion puede definirse como un producto informatico que tiene
instrucciones que, cuando se ejecutan en un procesador, hacen que el procesador:

- reciba datos que representan un espectro resultante de un espectroscopio de RMN representativo del nivel de al
menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en carnitina, isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina,
acido araquidonico y eicosapentanoico, acido isobutirico y citrato;

ylo

- dicho espectro resultante es representativo de la relacion entre niveles de biomarcadores de al menos una relacién
seleccionada del grupo de relaciones seleccionadas de citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina, alanina/fenilalanina,
citrato/TMAO, carnitina/TMAO, acido isobutirico/fenilalanina e isobutirilglicina/arginina;

y

- aplicar un algoritmo de procesamiento en dicho espectro resultante que implique una comparacién con los datos de
referencia, para determinar si dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia y/o para determinar si
dicho sujeto no se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia.

Dicho producto informatico puede estar disefiado para ejecutarse en una computadora portatil, un servidor, parcial o
totalmente integrado con un software particularizado para un espectrometro de RMN, etc. El espectro resultante
determinado por el espectrometro de RMN puede transferirse por cable o ser inalambrico con respecto a un
dispositivo de procesamiento separado dispuesto para ejecutar el producto del programa informatico.
Especialmente, el producto informatico puede estar presente en un medio legible por ordenador.

Otros aspectos de la invencion.

Se piensa que el método segun la invencion también puede encontrar un uso en otras afecciones médicas que sean
desencadenantes de dafios pulmonares agudos. Estas condiciones estan relacionadas con la condicion médica
actual (cirugia a corazoén abierto con el uso de CPB), al relacionarse también con un dafio pulmonar agudo como se
describié anteriormente.

Estas condiciones pueden ser sepsis, neumonia, trauma severo, inhalacion de agentes tdxicos, aspiracion de
contenido gastrico, cirugia mayor y transfusiones.
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Por lo tanto, en un aspecto adicional, la invencion se refiere a un método para determinar el riesgo de desarrollar
hipoxemia, comprendiendo el método:

- proporcionar una muestra biolégica de un sujeto considerado en riesgo de desarrollar hipoxemia;

- determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en carnitina, citrato,
isobutirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y acido isobutirico;

ylo

- determinar la relacion entre niveles de marcadores de al menos una relacion seleccionada del grupo de relaciones
seleccionadas de citrato/fenilalanina, PUFA/fenilalanina, alanina/fenilalanina, citrato/TMAO, carnitina/TMAQO, acido
isobutirico/fenilalanina e isobutirilglicina/arginina;

- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores o relaciones con uno o mas niveles de referencia;

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de uno o mas
biomarcadores esta por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se encuentra
en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho uno o mas niveles son iguales o inferiores a uno o mas niveles de
referencia;

ylo

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dichas una o mas relaciones entre
los niveles de biomarcadores estan por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no
se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de una o mas relaciones entre niveles de
biomarcadores son iguales o inferiores a uno o mas niveles de referencia.

En una realizacion especifica, dicho sujeto experimenta sepsis, neumonia, trauma severo como cirugia cardiaca,
aortica, toracica y espinal, lesiéon cerebral traumatica, trasplante de pulmon, traumas multiples y transfusiones, o ha
inhalado agentes tdxicos o contenidos gastricos aspirados.

Debe observarse que las realizaciones y caracteristicas descritas en el contexto de alguno de los aspectos de la
presente invencién también se aplican a los otros aspectos de la invencion.

La invencion se describira a continuacion con mas detalle en los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos
Ejemplo 1

Métodos empleados para identificar biomarcadores, que son biomarcadores tempranos para el desarrollo de la
hipoxemia.

Grupo de pacientes y resultados clinicos

Se obtuvieron muestras de suero de cuarenta y siete (n = 47) pacientes sometidos a injerto de revascularizacion
coronaria (CABG). Tres dias después de la operacién, 15 pacientes no mostraron signos de hipoxemia; mientras
que 32 desarrollaron hipoxemia con PaO; por debajo de los valores normales.

Preparacion de las muestras

Para evitar sesgos preanaliticos debido a la recoleccion de muestras, todas las muestras de sangre fueron
recolectadas y preparadas por la misma persona. Se obtuvieron muestras de sangre tanto de la auricula izquierda
(LA) como de la arteria pulmonar (PA) exactamente 16 h después del desenganche del circuito CPB. Para obtener
muestras de suero, se dej6 que la sangre se coagulara a temperatura ambiente durante 30 minutos vy,
posteriormente, se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. Las alicuotas de suero LA y PA se almacenaron
inmediatamente a -80°C hasta que se analizaron.

Preparacion de muestras para RMN

Antes de las mediciones RMN, las muestras se descongelaron durante 2 horas a 4°C, se agitaron en vortex y se
centrifugaron durante 5 minutos a 4°C y 14000 rpm para eliminar las células y otros materiales precipitados. Se
mezclaron alicuotas de 400 pl de sobrenadante con 200 ul de tampdn fosfato 0,2 M (pH 7,4, lectura del medidor sin
corregir) en 2HzO (99% 2H) para minimizar las variaciones en el pH y reducir la viscosidad del suero. Durante todo el
procedimiento, las muestras se mantuvieron en hielo. La mezcla se pipeted en un tubo de RMN de 5 mm y se realizd
un analisis de RMN.

Mediciones de RMN
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Los espectros se adquirieron en un espectrometro de RMN Bruker DRX-600 (Bruker BioSpin, Alemania y Suiza)
equipado con una sonda TXI (hidrégeno, carbono, nitrégeno) (Bruker BioSpin, Suiza) que funcionaba a 600,13 MHz
para 'H. Los experimentos se adquirieron a una temperatura constante de 310,1 K (37°C). Para el andlisis, se uso
un experimento Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) editado con atenuacion T2. Este experimento atenua las sefiales
amplias de las proteinas y lipoproteinas que caen lentamente. Se recogieron 128 desintegraciones por induccion
libre (FID) con 32768 puntos de datos complejos en un ancho espectral de 11,97 ppm y un tiempo de adquisicion de
2,28 s. Se aplico un retraso de atenuacion de 2 s entre cada FID durante el cual se aplicé una irradiacién de onda
continua débil (yBi/21 = 26,6 Hz) a la frecuencia del agua (presaturacion). El retraso total de atenuacién del spin-eco
fue de 67,4 ms y consistié en elementos (1-11-T), donde T es un retraso de 0,4 ms y 1 es un pulso de 180° de 22us de
longitud. El procesamiento espectral se realizd6 en TopSpin version 2.1 (Bruker BioSpin, Alemania). Antes de la
transformacion de Fourier, la multiplicacion exponencial correspondiente a un ensanchamiento de la linea de 0,3 Hz
se aplicé a los FID, que se rellenaron a cero por un factor de 2 para duplicar el nimero de puntos. Los espectros se
corrigieron manualmente con respecto a la fase y a la linea de base, y la sefial de metilo de lactato se usé como
referencia del desplazamiento quimico a 1,33 ppm.

Para la identificacion del metabolito, se adquirieron tres tipos de experimentos bidimensionales (2D). Se adquirieron
experimentos "H-RMN con resolucion J 2D, con pre-saturacion de agua durante un retraso de relajacién de 2
segundos, con 8 FID para cada uno de los 80 incrementos. El ancho espectral se ajusté a 11,6 ppm y 54,7 Hz en
direccion F2 y F1, respectivamente. Antes de la transformacion 2D-Fourier, ambas dimensiones se multiplicaron por
una funcién de campana sinusoidal no desplazada y el nimero de puntos se duplicd con relleno de cero. Ademas,
los espectros fueron inclinados 45° y se hicieron simétricos a lo largo del eje F1. Después del procesamiento, las
proyecciones de horizonte de los espectros 2D resueltos en J se corrigieron y calibraron manualmente en la linea de
base utilizando el centro de la sefial de metilo del lactato. Se realizaron espectros 2D homonucleares 'H, '"H-TOCSY
(espectroscopia de correlacion total) y 'H, '"*C-HSQC (espectros de coherencia cuantica heteronuclear) con la
presaturaciéon en muestras representativas, con diferentes nimeros de FID, incrementos, anchos espectrales y
tiempos de mezcla para enfocarse en diferentes regiones espectrales. La informacién obtenida de estos espectros
se utilizé para encontrar metabolitos coincidentes en la Base de datos del metaboloma humano. Se realizaron otras
asignaciones de metabolitos utilizando AMIX (v. 3.9.10, Bruker BioSpin), bases de datos BRUKER bbiorefcode
(2.7.0-2.7.3) y bibliografia.

Cuantificacion de los datos RMN

Se realizé utilizando la herramienta de integracion multiple AMIX. Los picos de interés se integraron utilizando la
opcion de analisis de forma en linea con un factor de ruido fijo de 3,5 y un umbral de forma de linea de 0,01. Los
picos se integraron utilizando la suma de todos los puntos de la regién como modo de integracién, y se normalizaron
a la region del metabolito de glucosa (3,52 ppm (H-5 de B-glucosa) y 5,24 ppm (H-1 de a-glucosa)). Se us6 una
distribucion de equilibrio 36:64 entre a- y B-glucosa para los calculos. Para calcular la concentracion de un
metabolito dado, se utilizo la siguiente formula:

I X NB-Glucosa
CX [mM] = —" CoGlucosa - 0.64
N X I/B-Glucosa

donde Cx es la concentracion de metabolito en mM, Ix es la integral del pico del metabolito 'H, Nx es el nimero de
protones que contribuyen al pico del metabolito 'H, Ceucsa €S la concentracion de glucosa determinada
quimicamente, 0,64Np-ciucosa €S la cantidad de protones que contribuyen a la sefial de B-glucosa (a 3,52 ppm)
utilizada como referencia multiplicada por 0,64 (la fraccién molar de B-glucosa), e Ig-ciucosa €S la integral de la sefal
de B-glucosa a 3,52 ppm.

Procesamiento previo de los datos RMN

Los espectros de CPMG se convirtieron en una matriz n-por-m (n = 94 muestras LA y PA de 47 pacientes, m = 8700
cubetas iguales de 0,001 ppm de ancho) en AMIX (paquete de software Analysis of Mixtures, version 3.9.10, Bruker
BioSpin, Alemania) usando la regién entre 8 9 a 0 ppm, y excluyendo la region de sefial de agua entre 4,80-4,5 ppm.
El procesamiento adicional y el modelado multivariado se llevaron a cabo en MATLAB R2011b% junto con PLS-
Toolbox 6.5 (Eigenvector Research, Wenatchee, WA). Los datos agrupados fueron iCoshifted®”, normalizado a la
concentracion de lactato medida 16 h después de la cirugia, transformado en logaritmo y autoescalado.

Modelado multivariante

Se emplearon varios enfoques de modelado matematico y estadistico para relacionar los datos de RMN procesados
previamente con los fenotipos de las enfermedades. El analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-
DA) se aplicoé para evaluar las posibilidades de diagnéstico de RMN y descubrir biomarcadores. Se identificaron y
cuantificaron las variables mas importantes obtenidas por el método.

Analisis estadistico
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Para el anadlisis estadistico se utilizo el software Statistical Package and Services Solutions (SPSS) v22.0. Se
calcularon estadisticas descriptivas para cada grupo y los datos cuantitativos se resumieron utilizando la media, la
mediana y la desviacion estandar.

Se aplicd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk seguida de métodos paramétricos o no paramétricos. Al
comparar las diferencias de metabolitos entre pacientes no afectados e hipoxémicos (PaO; < 8,4kPa, PaO,/FiO, <40
kPa (<300 mmHg)), se utilizd6 una prueba t independiente o la prueba U de Mann-Whitney. Al comparar las
diferencias entre los tres grupos (no afectados, leves, severos), ya sea analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
con Tukey HSD o se aplicaron pruebas post-hoc de comparacion multiple Dunnett T3 (dependiendo de la
homogeneidad de la varianza), o la prueba de Kruskal-Wallis con la prueba post-hoc de Dunn. Al comparar los datos
entre la auricula izquierda y la arteria pulmonar, se utilizé una prueba t pareada o la prueba de suma de rangos con
signo de Wilcoxon analogo no paramétrico. La significancia se establecié en p <0,05.

Para visualizar los cambios globales entre los grupos, se calcularon las medias o medianas (dependiendo de la
distribucion de datos) de cada metabolito en el grupo correspondiente. Por tanto, los nimeros de cambios del
metabolito se calcularon como la relacién entre pacientes leves y no afectados y pacientes graves y no afectados
con la férmula:

M(0 S)—U
U

FCu (o s [%] = 100
M(0S)

donde FC = numero de cambios en porcentaje, M = leve, U = no afectado, S = grave.

Debido a que la relacién entre dos concentraciones de metabolitos puede llevar mas informaciéon que los dos
metabolitos solos, el software libre ROCCET (ROC Curve Explorer & Tester)?’” disponible de forma gratuita se uso
para calcular todos los pares posibles de combinaciones de metabolitos que podrian estar relacionadas con
resultados posteriores. Las proporciones de metabolitos que exhiben significacion estadistica (p <0,05) se utilizaron
adicionalmente como candidatos a biomarcadores.

La asociacion entre metabolitos y valores de PaO; obtenidos 3 dias después de la operacion fueron evaluados por el
analisis de correlacion de Pearson. Se establecieron curvas ROC para determinar el valor pronéstico de cada
biomarcador en el diagnéstico futuro. Se proporciona el area bajo la curva (AUC) y los correspondientes intervalos
de confianza (IC) del 95%.

Ejemplo 2
La deteccion del metaboloma describe signos tempranos de enfermedad:

Los fenotipos sistémicos y pulmonares se monitorizaron mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) "H. Un espectro RMN de suero unidimensional (1D) tipico se caracteriza por resonancias amplias de lipidos y
glucoproteinas, y las resonancias estrechas por provenir de glucosa, lactato y citrato, etc. Dos espectros de dos
muestras recolectadas en el primer dia postoperatorio (exactamente 16 h después del desenganche de CPB), uno
de un paciente que no mostraba signos de hipoxemia (PaO. = 10,7 kPa o 80,2 mmHg), y otro de otro paciente que
desarrollé hipoxemia (PaO. = 4,9 kPa o 36,7 mmHg), describen diferencias en varias sefiales, de las cuales los
lipidos son los mas significativos (Figura 1).

Dado que el metaboloma refleja los cambios ambientales, se plante6 la hipétesis de que la enfermedad podia
reflejarse en los niveles metabdlicos el primer dia después de la operacion. Por lo tanto, se seleccionaron posibles
asociaciones entre el metaboloma y los valores hipoxémicos (PaO3) utilizados en el diagnoéstico. Se dividieron a los
32 pacientes diagnosticados con dafio pulmonar agudo en pacientes que desarrollaban hipoxemia leve y grave para
proporcionar una mejor comprension de los mecanismos subyacentes.

Posteriormente, las diferencias entre los tres grupos (hipoxemia no afectada, leve y grave) se evaluaron mediante
analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA). Los modelos mostraron > 95% de precision, lo que
indicaba un notable rendimiento de la prueba de deteccion de los inventores.

Ejemplo 3

Las huellas metabdlicas encontradas en la prueba de deteccion se investigaron mas a fondo. Se analizaron 64
metabolitos diferentes, de los cuales uno no pudo ser identificado (U (5,10-5,08 ppm)). Ciertas perturbaciones en los
niveles de los metabolitos implicados en el funcionamiento celular normal (aminoacidos, carbohidratos, cetonas),
sefializacion celular (1,2-diacilglicerol), inflamacion (acido araquidénico y eicosapentanoico), componentes de la
membrana celular y tensioactivos alveolares (acidos grasos, colesteroles, fosfolipidos) fueron cruciales en el
desarrollo de las lesiones. La carnitina, el acido araquidénico y eicosapentanoico, la glicoproteina, el citrato y la
fenilalanina, entre otros, mostraron los cambios mas altos, lo que indicaba que representaban una funcién clave en
los resultados posteriores. La mayoria de los metabolitos mostraban tendencias consistentes de dafio pulmonar

14



10

15

ES 2763342 T3

agudo de leve a grave (Figura 4), lo que indicaba la correlacion implicada en el grado de disfuncion pulmonar
posterior y su posible funcion como biomarcadores predictivos.

La lista de los biomarcadores mas relevantes se enumera en las tablas a continuacion.

Tabla 4: Metabolitos mas significativos encontrados correlacionados con la presién parcial de O, (PaO;) medidos el
dia del diagnostico (72 h después del desenganche del CPB).

Correlacion de Pearson (metabolitos vs. PaO, (72h))
Metabolitos Correlacion | Sig. (2 colas)

1 | Citrato/U (5,10-5,08 ppm) -0,645* 1,77E-06
2 Isobutirilglicina/Fenilalanina -0,609** 8,86E-06
3 Isobutirilglicina/Arginina -0,602** 1,20E-05
4 Citrato/Fenilalanina -0,572** 4,02E-05
5 | PUFA/Fenilalanina -0,562** 5,83E-05
6 Alanina/Fenilalanina -0,556** 7,37E-05
7 Isobutirato/Fenilalanina -0,546** 1,03E-04
8 | PUFA/Arginina -0,546* 1,06E-04

Acido araquidénico (Ara) y eicosapentanoico (Epa) | -0,509** 3,62E-04
10 | Isobutirilglicina -0,455** 1,70E-03
11 | Citrato/TMAO -0,452* 1,85E-03
12 | Carnitina -0,421** 4,00E-03
13 | Citrato -0,388* 8,50E-03
14 | Carnitina/TMAO -0,383* 9,37E-03
15 | NAc-Glc -0,330* 2,69E-02
16 | Fenilalanina 0,317* 3,38E-02
17 | Alanina -0,293 5,10E-02

Abreviaturas: Sig. = nivel de significancia; U = metabolito desconocido, TMAO: trimetilamina-N-6xido, 1,2-DAG = 1,2-
diacilglucerol, GPE = glicerofosfoetanolamina, GPC = glicerofosfocolina, 3-HBA = acido 3-hidroxibutirico, VLDL =
lipoproteinas de muy baja densidad, LDL = lipoproteinas de baja densidad, HDL = lipoproteinas de alta densidad,
DAGPL = diacilglicerolfosfolipido, UFA = acidos grasos libres, FA libres, acidos grasos libres, NAcGal = N-acetil-
galactosa amina, NAc-Glc = N-acetil-glucosamina, Lyso-PC = lisofosfatidilcolina. En el presente contexto, "PUFA" se
refiere a acidos grasos poliinsaturados ("PUFA"). Los PUFA se clasifican de acuerdo con el nimero y la posicion de
los dobles enlaces en los acidos grasos de acuerdo con una nomenclatura aceptada que es comun para los
expertos en la materia. Acidos grasos poliinsaturados omega-3/6 (con > 3 enlaces dobles); p. ej. acido
eicosopentaenoico [EPA, 20:5 (n-3)], acido docosahexaenoico [DHA, 22:6 (n-3)], linoleico (18:2, n-6), acido gamma-
linolénico (18:3, n-6), acido alfa-linolénico (18:3, n-3) y estearidénico (18:4, n-3).

Tabla 2A: Los metabolitos mas significativos encontrados en la prediccion de resultados posteriores mediante la
aplicacion de la prueba t; Pacientes con Hipoxemia vs. Pacientes no Afectados.

Metabolitos Pacientes con Hipoxemia vs. no Afectados
AUC 95% C.I. AUC Sig.
1 | Carnitina 0,90 0,79-0,979 6,96E-07
2 | Citrato/TMAO 0,89 0,749-0,993 3,59E-06
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3 | Citrato 0,88 0,764-0,961 2,43E-05
4 | Carnitina/TMAO 0,86 0,714-0,971 5,21E-05
5 | NAcGlc 0,86 0,748-0,951 2,14E-04
6 Citrato/Fenilalanina 0,85 0,722-0,942 1,31E-04
7 | Citrato/U (5,10-5,08 ppm) 0,85 0,705-0,948 2,60E-05
8 Isobutirato/Fenilalanina 0,84 0,676-0,935 5,64E-04
9 Acido araquidodnico y eicosapentanoico 0,82 0,688-0,953 5,95E-05
10 | Acido isobutirico 0,79 0,63-0,899 2,31E-03
11 | Alanina/Fenilalanina 0,78 0,633-0,908 2,94E-03
12 | Isobutirilglicina/Arginina 0,78 0,635-0,911 1,32E-03
13 | Isobutirilglicina/Fenilalanina 0,77 0,622-0,917 2,52E-03
14 | PUFA/Fenilalanina 0,76 0,601-0,882 4,83E-03
15 | PUFA/Arginina 0,76 0,594-0,894 2,87E-03
16 | Isobutirilglicina 0,75 0,603-0,879 3,65E-03

Tabla 2B: Metabolitos encontrados significativos en la prediccion de resultados posteriores mediante la aplicacion de
la prueba t; Pacientes Graves vs. no Afectados.

Metabolitos Pacientes Graves vs. no Afectados

AUC | 95% C.I. AUC Sig.

Citrato/Fenilalanina 1,00 1,00-1,00 1,06E-06
Citrato/U (5,10-5,08 ppm) 1,00 1,00-1,00 2,71E-05
Isobutirato/Fenilalanina 0,98 0,912-1,00 5,88E-05
PUFA/Fenilalanina 0,98 0,905-1,00 2,14E-05
PUFA/Arginina 0,97 0,881-1,00 3,85E-05
Alanina/Fenilalanina 0,97 0,865-1,00 1,45E-05
Isobutirilglicina/Arginina 0,95 0,857-1,00 7,73E-05
Isobutirilglicina/Fenilalanina 0,94 0,833-1,00 5,44E-05

Acido araquidénico y eicosapentanoico | 0,93 0,802-1,00 5,46E-04

Citrato 0,93 0,782-1,00 6,45E-04
Carnitina 0,90 0,762-1,00 8,75E-04
Citrato/TMAO 0,92 0,77-1,00 8,20E-05
Carnitina/TMAO 0,88 0,714-1,00 1,59E-03
NAcGlc 0,88 0,714-1,00 1,70E-02
Abreviaturas: AUC = area bajo la curva, C.I. = nivel de confianza, U = metabolito desconocido, TMAO =

5 trimetilamina-N-6xido, NAcGlc = N-acetil-glucosamina

Conclusiones
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Se ha identificado un conjunto de biomarcadores diferentes que tienen valores predictivos para determinar el riesgo
de desarrollar hipoxemia en pacientes sometidos a cirugia a corazén abierto con el uso de CPB.

Ejemplo 4
Los marcadores iniciales predicen el riesgo de hipoxemia

Se encontr6 que varios metabolitos séricos medidos 16 h después de la operacion se correlacionan
significativamente con PaO, medido 72 h después del desenganche de CPB (Figura 4/Tablas 1-2). Ademas, varios
metabolitos mostraron un fuerte poder predictivo para la hipoxemia leve y severa con un area alta bajo las curvas
(AUC> 0,8, p <0,0001) (tablas 2A y 2B). Este es el primer estudio que presenta biomarcadores predictivos de dafio
pulmonar agudo postoperatorio 56 h antes del diagndstico de hipoxemia.

Tabla 3: Metabolitos considerados mas relevantes (marcador Unico o relaciones).

Metabolitos La regulacién considerd la indicacion del riesgo de
desarrollar hipoxemia

Carnitina Niveles mas altos en hipoxemia
Citrato/ TMAO Mayor relacién en hipoxemia
Citrato Niveles mas altos en hipoxemia
Carnitina/TMAO Mayor proporcion en hipoxemia
O-NAc-Glc Niveles mas altos en hipoxemia
Citrato/Fenilalanina Mayor relacién en hipoxemia
Acido isobutirico/Fenilalanina Mayor relacién en hipoxemia

Acido araquidénico (Ara, 20: 4 w-6) y 4cido eicosapentanoico | Niveles mas altos en hipoxemia
(Epa, 20: 5 w-3)

Acido isobutirico Niveles mas altos en hipoxemia
Alanina/Fenilalanina Mayor relacién en hipoxemia
Isobutirilglicina/Arginina Mayor relacion en hipoxemia
Isobutirilglicina/Fenilalanina Mayor relacién en hipoxemia
PUFA/Fenilalanina Mayor relacién en hipoxemia
PUFA/Arginina Mayor relacién en hipoxemia
Isobutirilglicina Niveles mas altos en hipoxemia

Por lo tanto, los marcadores predictivos presentados en la Tabla 3 se consideraron los metabolitos identificados mas
relevantes. En la tabla se indica que los niveles mas altos se consideran una indicacion del riesgo de desarrollar
hipoxemia para los biomarcadores indicados. Del mismo modo, las relaciones mas altas entre los biomarcadores
indicados se consideran una indicacion del riesgo de desarrollar hipoxemia para las relaciones de biomarcadores
indicados.

La Tabla 4 contiene una lista de biomarcadores también determinados como significativamente diferentes en
pacientes con riesgo de desarrollar hipoxemia, aunque con valores predictivos mas bajos. Uno o mas de estos
biomarcadores también pueden incluirse en un método de acuerdo con la invencién para aumentar ain mas el valor
predictivo. Los expertos pueden adaptar el método en consecuencia en relacién con los valores de referencia.

Tabla 4: Metabolitos considerados relevantes (marcador Unico).

Metabolitos
Acido fosfoglicérico (PGA) Niveles mas bajos en hipoxemia
N-acetil-galactosamina (NAcGal) Niveles mas altos en hipoxemia
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Glicina

Niveles mas altos en hipoxemia

Trimetilamina-N-6xido (TMAQ)

Niveles mas bajos en hipoxemia

Dimetil amina (DMA)

Niveles mas altos en hipoxemia

Piruvato Niveles mas altos en hipoxemia
Alanina Niveles mas altos en hipoxemia
Acetato Niveles mas altos en hipoxemia
Lisina Niveles mas altos en hipoxemia

Leucina, isoleucina, valina

Niveles mas altos en hipoxemia

Acido maldnico

Niveles mas altos en hipoxemia

Acido 3-hidroxibutirico (3-HBA)

Niveles mas altos en hipoxemia

Acetoacetato Niveles mas altos en hipoxemia
Formiato Niveles mas altos en hipoxemia
Etanol Niveles mas altos en hipoxemia
Isobutirato Niveles mas altos en hipoxemia

2-cetobutirato

Niveles mas altos en hipoxemia

Carnitina

Niveles mas altos en hipoxemia

Acidos grasos insaturados (UFA)

Niveles mas altos en hipoxemia

Acidos grasos libres (FFA) + adipato

Niveles mas altos en hipoxemia

Acido araquidénico (Ara, 20:4 w-8) y acido eicosapentanoico (Epa, 20:5 w-3)

Niveles mas altos en hipoxemia

PUFA (acido lipoico y metabolitos relacionados)

Niveles mas altos en hipoxemia

Colesterol libre

Niveles mas altos en hipoxemia

Colesterol est.

Niveles mas altos en hipoxemia

Lipoproteinas (VLDL, LDL, HDL)

Niveles mas altos en hipoxemia

Glicerofosfocolina (GPC)

Niveles mas altos en hipoxemia

Lisofosfocolina (Lyso-PC)

Niveles mas altos en hipoxemia

Colina

Niveles mas altos en hipoxemia

Heparina

Niveles mas bajos en hipoxemia

Esfingomielina

Niveles mas altos en hipoxemia

Glicerol

Niveles mas bajos en hipoxemia

1,2-Diacilglicerol (DAG)

Niveles mas altos en hipoxemia

Diacilglicerofosfolipido (DAGPL)

Niveles mas altos en hipoxemia

Triacilglicerol (TAG)

Niveles mas altos en hipoxemia

Plasmenilo

Niveles mas altos en hipoxemia

Fosfoetanolamina (PE)

Niveles mas altos en hipoxemia

Glicerofosfoetanolamina (GPE)

Niveles mas altos en hipoxemia
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Glutamato Niveles mas altos en hipoxemia
Glutamina Niveles mas bajos en hipoxemia
Prolina Niveles mas altos en hipoxemia
Creatina Niveles mas bajos en hipoxemia
Fenilalanina Niveles mas bajos en hipoxemia
Tirosina Niveles mas bajos en hipoxemia
Dopa Niveles mas bajos en hipoxemia
Dopamina Niveles mas bajos en hipoxemia
Histidina Niveles mas bajos en hipoxemia
1-Metilhistidina Niveles mas altos en hipoxemia
3-Metilhistidina Niveles mas bajos en hipoxemia
Urocanato Niveles mas bajos en hipoxemia
Plasmalégeno Niveles mas bajos en hipoxemia
Xantosina Niveles mas bajos en hipoxemia
Hipoxantina Niveles mas bajos en hipoxemia
Arginina Niveles mas bajos de en hipoxemia
Citrulina Niveles mas bajos en hipoxemia
U (5,10-5,08 ppm) Niveles mas bajos en hipoxemia
Fosfoenolpiruvato (PEP) Niveles mas altos en hipoxemia

En una realizacion de la invencion, los métodos de la invencion incluyen ademas determinar el nivel de uno o mas
de los biomarcadores enumerados en la Tabla 4. Como se puede ver en la columna derecha, para algunos de los
marcadores, los niveles mas bajos son indicativos del desarrollo de hipoxemia. Por lo tanto, para estos marcadores
especificos, el método incluira en su lugar:

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de uno o mas
biomarcadores esta por debajo de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se encuentra
en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dichos uno o mas niveles son iguales o superiores a uno o mas niveles de
referencia.

Un ejemplo de dicho biomarcador es el acido fosfoglicérico (PGA) que figura en la tabla 4 anterior.
Ejemplo 5

Indicacion inicial del riesgo de desarrollar hipoxemia mediante RMN

Cohorte de pacientes y diagndstico

Los pacientes citados para cirugia de bypass coronario electivo (CABG) con uso de bypass cardiopulmonar (CPB)
se incluyeron consecutivamente en el estudio después de obtener el consentimiento informado (n = 50).

El diagnostico clinico se basoé en la relacion entre la presion parcial de oxigeno y la fraccion de oxigeno inspirado
(PaO2/FiO;) calculada a partir del PaO, medido en muestras de sangre arterial recolectadas de la arteria radial 72
horas después del desenganche del CPB y para estandarizar las mediciones, se tomaron muestras de sangre
arterial mientras los pacientes respiraban aire atmosférico durante al menos 10 minutos.

Recolecciéon de muestras

Se recogi6 sangre después de que se abrid el térax pero antes de que los pacientes se unieran al circuito de CPB,
justo después de que se quitara la CPB (0 horas), 2 horas, 4 horas y 8 horas después del desenganche de la CPB.
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Preparacion de las muestras

Las muestras de suero se descongelaron durante 30 minutos a 4°C, se agitaron vorticialmente y, posteriormente, se
centrifugaron durante 5 minutos a 12.100 g y 4°C. Un total de 400 ul del sobrenadante claro se mezclaron con 200 pl
de tampon fosfato 0,2M (lectura del medidor sin corregir pH 7,4, 99% 2H,0) en un tubo de RMN de 5 mm.

Experimentos RMN

A continuacion, se registraron los espectros RMN de las muestras en un espectrometro de RMN Avance-lll de 600
MHz (BrukerBioSpin, Rheinstetten, Alemania) equipado con una sonda de TCIl de ftriple resonancia enfriada
criogénicamente, usando una temperatura de muestra de 298,1 K (25°C). La adquisicién de los espectros se
controlé utilizando el software TopSpin 3.1 (Bruker Biospin). Se aplicé un filiro T» usando la secuencia de pulso Carr-
Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)?' con presaturacion de agua para cada medicion. Cada espectro CPMG se adquirio
como 64k puntos de datos en un ancho espectral de 20 ppm, 256 escaneos, una ganancia del receptor fijo (RG) de
203 y un retraso de relajacion (d1) de 4s.

Procesamiento de los espectros

El procesamiento de los espectros se realizé en TopSpin 3.1. Los datos se multiplicaron exponencialmente
correspondiendo a una ampliacion en linea de 0,3Hz (CPMG), transformada de Fourier, corregido en fase y respecto
al inicio, y calibrado para el desplazamiento quimico de la sefial de metilo de L-alanina a 1,48 ppm. Los espectros se
redujeron a regiones de cubetas iguales (0,001 ppm) y la regidon de agua entre & 4,65 y & 4,95 ppm se excluyo en
AMIX (software Analysis of MIXtures, v.3.9.10, Bruker BioSpin, Alemania).

La secuencia de comandos

Posteriormente, los datos se exportaron en el entorno de programacion Matlab R2011b (The MathWorks, Inc., MA).
Se escribié una secuencia de comandos basada en el reconocimiento de patrones complejos que incluia (1) post-
procesamiento espectral (transformacion logaritmica generalizada (gLog)?? para mejorar pequefias sefiales en el
espectro, normalizacién, escala y centrado), (2) extraccion de caracteristicas seleccionando la regiones espectrales
significativas que se correlacionaban con los resultados posteriores, (3) analisis estadistico multivariado basado en
los algoritmos de aprendizaje automatico de regresion PLS y PLS-DA, (4) validacion y (5) visualizacion de los
resultados.

Para el procedimiento de extraccion de caracteristicas, la seleccion de las regiones de interés (ROI) se logrd
dividiendo los datos en intervalos de 50 cubetas y correlacionando cada intervalo con el PaO, medido en el dia de
diagndstico. La correlacion se realizd mediante el analisis de regresién PLS multivariante. Los intervalos con baja
correlacion se descartaron mientras que los intervalos significativos se utilizaron adicionalmente en el modelado. La
extraccion de estas caracteristicas distintivas de los espectros de suero en cada momento demostré ser la
caracteristica clave del éxito de la prueba de diagnéstico asistida por computadora de los inventores. De un total de
10500 cubetas, se eliminaron 7000-9500 cubetas (dependiendo del momento analizado) ya que no mostraban
ninguna correlacion con los valores diagnoésticos de PaO-. Incluso el nimero de caracteristicas/cubetas restantes fue
mayor que el numero de muestras (1000-3500 cubetas frente a 100 muestras por modelo); se considerd que los
datos no estaban sobreajustados, ya que estas variables correspondian a la informacion incorporada en los
metabolitos 14-19. Estas regiones se seleccionaron constantemente en cada uno de los momentos medidos con
pequefas variaciones. Teniendo en cuenta que para cada modelo se disponia de 90-100 muestras y la informacion
de 14-19 metabolitos, se consideré entonces que los modelos no estaban sobreajustados. Para evaluar la
sensibilidad y especificidad de estas regiones seleccionadas, se realizé un modelado multivariado de PLS-DA.

Para el propésito de validacion, se aplico la validacion cruzada de Venetian-Blinds con 10 divisiones segmentarias.
En este caso, se extrajeron 10 muestras consecutivas (5 pacientes por duplicado) y se cre6 un modelo. A
continuacion, se predijeron las 10 muestras. Este procedimiento se repitio hasta que todas las muestras se retiraron
de una vez. Para evitar una interpretacion demasiado optimista y resultados engafiosos, solo se hace referencia a
los resultados de validacion cruzada (CV) del presente modelado; sin embargo, también se proporcionan los
resultados estimados (o calibrados). Este procedimiento de validacién proporcion6 un indicador de como podria
funcionar el modelo en la prediccién de muestras futuras.

Se realizé un segundo nivel de validacion del modelo mediante el uso de pruebas de permutacion. En este caso, se
probd la aleatoriedad de los modelos para mostrar que ningun otro modelo funcionaba tan bien o mejor que el
modelo de prediccion principal. Después de codificar los valores de PaO; medidos tres dias después de la operacion
(para el modelado de regresion de PLS) y los marcadores de grupo (hipoxemia versus no afectado; para el
modelado de PLSDA) 500 veces y realizar el modelado multivariado, se compararon los modelos PLS y PLSDA
o6ptimos 'verdaderos' con los modelos permutados. El rendimiento del modelo "verdadero" se compard
estadisticamente con la distribucién de los modelos permutados, y se calculé un valor p mediante la prueba de
Wilcoxon. Un valor p <0,001 se considero significativo, lo que significaba que el poder predictivo del enfoque de los
inventores se relacionaba significativamente con PaO; y con los resultados del diagnostico, y que no era una
asociacion falsa positiva como resultado de la prediccién aleatoria.
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Resultados

En una realizacion de la invencion, el método se debe aplicar como sigue: cuando un paciente se somete a una
cirugia cardiaca, su muestra de sangre se recoge en uno o varios momentos y se extrae su suero. El suero se
mezcla con tampon fosfato (véase "Preparacion de la muestra” a continuacion), y la muestra se procesa en RMN
(véase "Experimento RMN" a continuacion). Después de esto, el espectro conseguido se procesa previamente
(véase "Procesamiento de espectros" a continuacién), y los datos se escanean a través de la secuencia de
comandos/prueba provista. Y es asi que una realizacion incluye los siguientes pasos:

1. Obtener la muestra de sangre
2. Preparar la muestra
3. Realizar un RMN 1D CPMG

4. Aplicar un procesamiento espectral estandarizado para reducir los artefactos (por ejemplo, supresion de agua,
cambios de pH, ruido de fondo) (Figura 1, recuadro relleno)

5. Fragmentar/agrupar los espectros para minimizar aiin mas los desplazamientos de los maximos
6. Exportar los datos al entorno del Matlab

7. Aplicar la secuencia de comandos/prueba de diagndstico informatizada (Figura 1, cuadro gris)
8. Leer o interpretar el diagndstico y/o el efecto del tratamiento.

La secuencia de comandos/prueba (Figura 6, cuadro gris) es un algoritmo de diagndstico y/o monitoreo informatico
basado en el aprendizaje automatico. La secuencia de comandos/prueba esta optimizada para 5 tiempos diferentes,
conteniendo cada tiempo 100 espectros procesados en muestras de suero recolectadas antes del acoplamiento a
CPB, justo después del desenganche de CPB pero aun durante la cirugia, y 2, 4 y 8 horas después de la operacion.
Primero, la secuencia de comandos procesa posteriormente los datos (transformacién, normalizacion, escalado,
centrado), luego selecciona el ROI clave que se utilizara para el diagndstico posterior, aplica el modelado
multivariado (PLS o PLSDA) segun el interés diagndstico (PaO2 o hipoxemia vs. ausencia de hipoxemia), y devuelve
un cierto valor (para PLS) o un nivel umbral (para PLSDA) para cada muestra en el analisis. Finalmente, en base a
estos valores o umbrales, se proporciona una regresion y un grafico de valores y se resalta la posicion de cada
muestra. Segun la posicion de las muestras en las representaciones, los médicos pueden leer/interpretar el
diagndstico. Si alguno esta interesado en monitorear y determinar el efecto de los tratamientos iniciados en los
pacientes, la secuencia de comandos/prueba también puede usarse para este propdsito. En tal caso, se realiza el
mismo procedimiento que se menciond anteriormente, pero las muestras se recogen después del final de la cirugia
(por ejemplo, 2, 4 y/u 8 horas después de la operacion). Dependiendo del efecto de los tratamientos iniciados, la
posicion del paciente en las representaciones eventualmente se desplazara hacia la recuperacion (niveles de
valores mas altos).

Para mostrar el poder predictivo de este enfoque, el modelo de regresion PLS se aplico en datos espectrales
preprocesados con el fin de predecir los valores de PaO- de diagndstico medidos tres dias después de la operacion.
Ya antes de que los pacientes fueran acoplados al CPB, los ROI especificos en los espectros de RMN (Figura 7)
mostraban una correlacion validada cruzada de 0,70 (R? = 0,70) con los valores de PaO, medidos 3 dias después de
la operacion, con un error cuadratico medio de validacion cruzada (RMSECV) de 0,75 kPa (5,62 mmHg) (Tabla 5).
Después del desenganche del CPB, los RMN pueden detectar una correlacion de 0,91 y un error de prediccion de
0,40 kPa (2,62 mmHg) (Tabla 5). Los modelos realizados en muestras recogidas 2 horas, 4 horas y 8 horas después
de la operacion tienen R?> 0,93 y RMSECV <0,36kPa (Tabla 5).

Tabla 5: Para el propdsito de validacion se aplicéd la validacion cruzada de Venetian-Blinds con 10 segmentos. En
este caso se extrajeron 10 muestras consecutivas (5 pacientes por duplicado) y se cre6 un modelo. A continuacion,
se predijeron las 10 muestras. Este procedimiento se repiti6 hasta que todas las muestras se retiraron una vez.
Debido a la limitacion de no tener muestras completamente nuevas para probar los modelos, los valores logrados en
este trabajo son relativos y representan los resultados promedio para eliminar y predecir 10 de las 100 muestras. Ya
después de la incision/toracotomia, el enfoque de los inventores puede predecir los resultados del diagndstico. La
correlacion con la validaciéon cruzada entre el metaboloma antes de CPB y el PaO, medido en el dia 3 es 0,7. Se
observa una mayor correlacion cuando se mide el metaboloma justo después del desenganche de CPB (0 horas), 2
horas, 4 horas y 8 horas después de la operacion.

R? RMSE (PaO; [kPa]) | Sesgo de la pendiente
Cal CcVv Cal CcVv Cal CcVv
Después de la toracotomia, antes de CPB | 0,94 | 0,70 0,332 0,749 0 0,021
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0 horas (justo después de CPB) 0,98 | 0,91 0,146 0,402 -3,5%10°1° 0,009
2 horas (post-CPB) 0,99 | 0,93 0,131 0,362 -2,6%10°1° -0,001
4 horas (post-CPB) 0,99 | 0,95 0,123 0,302 -2,6%10°1° -0,011
8 horas (post-CPB) 0,99 | 0,94 0,127 0,340 -1,7%1071® -0,013

El clasificador binario PLS-DA se realizé para detectar la sensibilidad y especificidad del método de los inventores en
el diagnostico de hipoxemia y en la determinacion del riesgo de ARDS mientras los pacientes ain se sometian a la
cirugia. Después de la toracotomia, la RMN con aprendizaje automatico muestra una sensibilidad CV del 77,8% y
una especificidad CV del 84,2% con el fin de diferenciar entre pacientes hipoxémicos y no afectados (Tabla 6).
Esperar hasta el desenganche de CPB dio como resultado un aumento significativo en la precision del método con
un 88,2% de sensibilidad CV y un 92,2% de especificidad CV (Tabla 6). Ademas, la aplicacion del modelo en
muestras recolectadas 2 horas, 4 horas y 8 horas después de la operacion muestra un buen acuerdo con los
resultados antes mencionados (Tabla 6), lo que indica el gran valor del enfoque de los inventores tanto en el
diagndstico como en el monitoreo de los tratamientos terapéuticos iniciados.

Tabla 6: El PLSDA aplicado en los ROI seleccionados y los marcadores de diagndstico (hipoxemia/no hipoxemia)
determinan el resultado del diagnéstico cuando los pacientes aun se estan sometiendo a la cirugia. Las 8 horas
posteriores a la cirugia aun describen buena sensibilidad y especificidad, lo que indica su valor en el diagndstico y
monitoreo de nuevas opciones de tratamiento. Los resultados se muestran para los datos calibrados (Cal) y de
validacién cruzada (CV) de Venetian-Blinds.

Tiempo | Sensibilidad Especificidad | Error de clase | RMSE 500x prueba de permutacion (valor p)

Cal CcVv Cal CcVv Cal CcVv Cal CcVv CcVv

Pre-CPB | 0,833 | 0,778 | 0,952 | 0,842 | 0,107 | 0,190 | 0,292 | 0,392 | <0,001

Oh 1,00 | 0,882 | 0,984 | 0,922 | 0,008 | 0,098 | 0,184 | 0,337 | <0,001
2h 1,00 | 0,912 | 0,984 | 0,938 | 0,007 | 0,075 | 0,179 | 0,075 | <0,001
4h 0,971 | 0,882 | 0,917 | 0,883 | 0,056 | 0,117 | 0,321 | 0,405 | <0,001
8h 0,971 | 0,943 | 0,967 | 0,917 | 0,031 | 0,070 | 0,226 | 0,362 | <0,001

Conclusiones

El presente ejemplo proporciona un método para la deteccion y el diagndstico precoz de la hipoxemia durante la
cirugia cardiaca, lo que permite una ayuda inmediata para los cirujanos en el quiréfano. Debido a que el método
puede conducir a resultados de diagnostico en 15-20 minutos, los médicos pueden tomar decisiones criticas y vitales
durante la cirugia. Ademas, debido a que el método puede proporcionar hasta 500 referencias de espectros en
suero recolectado en diferentes momentos, también permite a los médicos y enfermeras monitorear el efecto de los
tratamientos en el proceso varias horas después de la operacion.

Las muestras de pacientes recién diagnosticados también se pueden agregar a la base de datos proporcionada
junto con el resultado conocido, lo que conduce a una base de datos en continuo crecimiento y mejora para una
prediccién mas precisa.

Ejemplo 6
Objetivo

Prueba si Inosina; Dopamina; Dihidroxifenilalanina (Dopa); Hipoxantina; y Trigonelina son biomarcadores en
pacientes con un mayor riesgo de desarrollar hipoxemia después de haber tenido una cirugia cardiaca a corazén
abierto con el uso de bypass cardiopulmonar (CPB).

Materiales y métodos
Grupo de pacientes y resultado clinico

Se obtuvieron muestras de suero de cincuenta (n = 50) pacientes sometidos a injerto de revascularizacién coronaria
(CABG). Tres dias después de la operacion, 18 pacientes no mostraron signos de hipoxemia; mientras que 32
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desarrollaron hipoxemia con PaO; por debajo de los valores normales, de los cuales 9 desarrollaron hipoxemia
severa.

Preparacién de muestras

Para evitar sesgos preanaliticos debido a la recoleccion de muestras, todas las muestras de sangre fueron
recolectadas y preparadas por la misma persona. Se obtuvieron muestras de sangre tanto de la auricula izquierda
(LA) como de la arteria pulmonar (AP) después de la esternotomia pero antes de la unién al CPB, precisamente
después del desenganche del circuito de CPB (0 horas) y 2, 4, 8 y 20 horas después del desenganche del circuito
CPB. Para obtener muestras de suero, se dejo que la sangre coagulara a temperatura ambiente durante 30 minutos
y, posteriormente, se centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos. Las alicuotas de suero LA y PA se almacenaron
inmediatamente a -80°C hasta que se analizaron.

Preparacion de muestras para RMN

Antes de las mediciones de RMN, las muestras se descongelaron durante 2 horas a 4°C, se agitaron en vortex y se
centrifugaron durante 5 minutos a 4°C y 14000 rpm para eliminar las células y otros materiales precipitados. Se
mezclaron alicuotas de 400 pl de sobrenadante con 200 ul de tampdn fosfato 0,2 M (pH 7.4, lectura del medidor sin
corregir) en 2HzO (99% 2H) para minimizar las variaciones en el pH y reducir la viscosidad del suero. Durante todo el
proceso, las muestras se mantuvieron en hielo. La mezcla se pipeted en un tubo de RMN de 5 mm y se realiz6 un
analisis de RMN.

Mediciones de RMN

Los espectros se adquirieron en un espectrometro de RMN Bruker DRX-600 (Bruker BioSpin, Alemania y Suiza)
equipado con una sonda TXI (hidrégeno, carbono, nitrégeno) (Bruker BioSpin, Suiza) que funcionaba a 600,13 MHz.
Los experimentos se adquirieron a una temperatura constante de 310,1 K (37°C). Para el analisis, se us6 un
experimento Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) editado con relaxation T.. Este experimento atenla las sefales
amplias de las proteinas y lipoproteinas que caen lentamente. Se recogieron 128 desintegraciones de induccion libre
(FID) con 32768 puntos de datos complejos en un ancho espectral de 11,97 ppm y un tiempo de adquisicion de 2,28
s. Se aplicd un retraso de relajacion de 2s entre cada FID durante el cual se aplicéd irradiacién de onda continua
(yBi/2m = 26,6 Hz) a la frecuencia del agua (presaturacion). El retraso total de la relajacion del spin-eco fue de 67,4
ms y consistié en elementos (1-11-T), donde T es un retraso de 0,4 ms y 1 es un pulso de 180° de 22 us de longitud.
El procesamiento espectral se realizé en TopSpin version 2.1 (Bruker BioSpin, Alemania). Antes de la
transformacién de Fourier, la multiplicacion exponencial correspondiente a un ensanchamiento de la linea de 0,3 Hz
se aplicé a los FID, que se rellenaron a cero por un factor de 2 para duplicar el nUmero de puntos. Los espectros se
corrigieron manualmente por fase y por linea de base, y la sefial de metilo de alanina se usd como referencia del
desplazamiento quimico a 1,48 ppm.

Para la identificacion del metabolito, se adquirieron tres tipos de experimentos bidimensionales (2D). Los
experimentos "H-RMN con resolucion J 2D, con pre-saturacion de agua durante un retraso de relajacién de 2
segundos, se adquirieron con 8 FID para cada uno de los 80 incrementos. El ancho espectral se ajustd a 11,6 ppm y
54,7 Hz en direccion F2 y F1, respectivamente. Antes de la transformacion 2D-Fourier, ambas dimensiones se
multiplicaron por una funcién de campana sinusoidal no desplazada y el nimero de puntos se duplicé con relleno de
cero. Ademas, los espectros fueron inclinados 45° y simetrizados a lo largo del eje F1. Después del procesamiento,
las proyecciones de horizonte de los espectros 2D resueltos en J se corrigieron y calibraron manualmente en la linea
de base utilizando el centro de la sefial de metilo del lactato. Se realizaron espectros 2D homonuclear 'H,'"H-TOCSY
(Espectroscopia de correlacion total) y 'H, "*C-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) con presaturacion
en muestras representativas, con diferentes nimeros de FID, incrementos, anchos espectrales y tiempos de mezcla
para enfocarse en diferentes regiones espectrales. La informacién obtenida de estos espectros se utilizé para
encontrar metabolitos coincidentes en la Base de datos del metabolismo humano. Se realizaron otras asignaciones
de metabolitos utilizando AMIX (v. 3.9.10, Bruker BioSpin), bases de datos BRUKER bbiorefcode (2.7.0-2.7.3) y
bibliografia.

Cuantificacion de los datos RMN

Esto se realizé utilizando la herramienta de integracion multiple AMIX. Los picos de interés se integraron utilizando la
opcion de analisis de forma de linea con un factor de ruido fijo de 3,5 y un umbral de forma de linea de 0,01. Los
picos se integraron usando la suma de todos los puntos en la regién como modo de integracion, y estas integrales
se usaron como concentraciones relativas como unidades arbitrarias (a.u.).

Preprocesamiento de datos RMN

Los espectros de CPMG se convirtieron en una matriz n-por-m (n = 590 muestras LA y PA de 50 pacientes, m =
8700 cubetas iguales de 0,001 ppm de ancho) en AMIX (paquete de software Analysis of Mixtures, version 3.9.10,
Bruker BioSpin, Alemania) usando la region entre & 9 a 0 ppm, y excluyendo la region de sefial de agua entre 4,80-
4,5 ppm. El procesamiento adicional y el modelado multivariado se llevaron a cabo en MATLAB R2011b% junto con
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PLS-Toolbox 6.5 (Eigenvector Research, Wenatchee, WA). Los datos agrupados fueron iCoshifted®”, normalizados a
la intensidad total, transformado en forma logaritmica y centrados en la media.

Modelado multivariante

El analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-DA) se aplicd para identificar variables importantes
en la discriminacion de muestras y se identificaron las variables mas significativas obtenidas por el método.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el software Statistical Package and Services Solutions (SPSS) v23.0. Se utilizd
ANOVA de 2 vias con pruebas de comparacion multiple post-Tukey HSD hoc para analizar las diferencias dentro y
entre los grupos. Los grupos estaban compuestos por los momentos antes de CPB (-CPB), 0 horas después de CPB
(+CPB), 2, 4, 8 y 20 horas después de CPB, y las clases no se vieron afectadas ('ninguna’), levemente afectadas por
hipoxemia ('leve') y gravemente afectada por hipoxemia ('severa'). La significacion se establecié en p <0,05.

Para visualizar los cambios entre los momentos y los grupos, se calcularon las medias y la desviacion estandar con
los correspondientes intervalos de confianza (IC) del 95% para cada uno de los metabolitos significativos (p. €;.
Trigonelina, Hipoxantina, Dopamina, Dihidroxifenilalanina (Dopa) e Inosina).

Resultados:

La inosina, la dopamina, la dihidroxifenilalanina (Dopa), la hipoxantina y la trigonelina se midieron después de la
esternotomia pero antes del CPB, después del desenganche del CPB (0 h), y 2, 4, 8 y 20 h después de la operacion
se encontraron cambios significativos con el tiempo y el riesgo de desarrollar hipoxemia postoperatoria (Figura 8 A-
E/Tabla 7) en una etapa inicial después del desenganche del CPB. Los metabolitos muestran tendencias
consistentes de dafio pulmonar de ninguno, a leve, y a grave (Figura 8 A-E), lo que indicaba su correlacion con el
grado de disfuncion pulmonar posterior y su posible funcidon como biomarcadores predictivos. La regulacion
metabdlica se muestra en la Figura 8 A-E y se explica en la Tabla 7.

Este es el primer estudio que presenta biomarcadores predictivos de dafio pulmonar agudo postoperatorio justo
después del desenganche del CPB o 72 h antes de que se diagnosticara la hipoxemia.

La lista de los biomarcadores relevantes que se encuentran significativamente diferentes dentro de los grupos se
especifica en las tablas siguientes.

Tabla 7. Los metabolitos encontraron cambios significativos con el tiempo segun el diagndstico posterior. Los
tiempos correspondian con las muestras recolectadas después de la esternotomia pero antes del CPB, justo
después del desenganche del CPB (0 h), 2h, 4h, 8h y 20h después del CPB; mientras que los marcadores de clase
correspondian con pacientes no afectados ('ninguno’), levemente afectados por hipoxemia ('leve') y gravemente
afectados por hipoxemia (‘grave')

ANOVA 2 colas Valor p Tiempo | Valor p Clase | La regulacion consideré la indicacion del riesgo de
Sig. Sig. desarrollar hipoxemia

Trigonelina 1,7E-05 1,8E-05 Niveles mas bajos en hipoxemia

Hipoxantina 1,5E-11 2,7E-04 Niveles mas bajos en hipoxemia

Inosina 8,6E-25 0,003 Niveles mas bajos en hipoxemia

Dopamina 2,6E-87 0,05 Niveles mas bajos en hipoxemia

Dihidroxifenilalanina 3,9E-14 2,04E-09 Niveles mas altos en hipoxemia

(Dopa)

Conclusién

Los datos preliminares indican que la inosina; Dopamina; Hipoxantina; y trigonelina estan reguladas negativamente,
mientras que la Dihidroxifenilalanina (Dopa) esta regulada positivamente en pacientes con riesgo de desarrollar
hipoxemia después de haber tenido una cirugia cardiaca a corazén abierto con el uso de bypass cardiopulmonar
(CPB) en una etapa inicial después de la cirugia final.

DISCUSION DE RESULTADOS
Se ha investigado si, cuando el metaboloma en pacientes que progresan a hipoxemia postoperatoria cambia tan

repentina y drasticamente, esta complicacion podria predecirse al menos 2-3 dias antes de los signos clinicos. Los
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espectros RMN (Figura 1) y el modelado multivariado relacionaron con precision perturbaciones en el metaboloma
registradas durante y después del desenganche de CPB con valores diagndsticos posteriores. Considerando los
desafios involucrados en la predicciéon del dafio pulmonar agudo debido a la falta de biomarcadores especificos, el
método presentado puede permitir la deteccion inicial de la enfermedad.

A partir de muestras de suero recolectadas la primera mafiana después de la operacion, se identificaron varios
metabolitos que variaban entre pacientes (Figuras 3, 4 y 8). De estos, varios marcadores se correlacionaron
significativamente con PaO, (p<0,05) y mostraron una potencia diagnéstica sobresaliente, con AUC> 0,8 (véanse las
tablas anteriores). Estos son marcadores de estado antioxidante y peroxidacion (histidina, PUFA); produccion de
oxido nitrico inducible (iNOS) (arginina); agotamiento de ATP y formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
(citrato); inflamacién (acido araquiddnico y eicosapentanoico, lesién de la membrana (fosfolipidos) y disfuncion
mitocondrial (carnitina). EI AUC y las tasas de deteccion del dafio pulmonar agudo observadas en este estudio son
las primeras de este tipo; ningun otro estudio similar ha mostrado el uso de la metabonémica en la prediccion de
resultados postoperatorios.

Esto sugiere una fosforilacion oxidativa deteriorada. La carnitina, que normalmente se encuentra en las mitocondrias
y que se requiere para el transporte de FA a través de la membrana para la oxidacion {3, aumento significativamente
en pacientes con hipoxemia, lo que también puede indicar una fosforilacion oxidativa deteriorada y una posible fuga
en el torrente sanguineo. Apoyando esto, la isobutirilglicina, un marcador del deterioro de la oxidacion 3 mitocondrial
de FA también se asocio con la gravedad de la hipoxemia. Las alteraciones mitocondriales aumentan el estrés
oxidativo, causando la muerte de las células alveolares. Sin embargo, bajo condiciones homeostaticas, varios
antioxidantes son capaces de aliviar los efectos dafinos de ROS del sistema, pero una barrera antioxidante
insuficiente no puede contrarrestar este dafio.

Los fosfolipidos unidos a la membrana y los PUFA son susceptibles a la peroxidacion que conduce a la formacion de
hidroperéxidos altamente reactivos. Estos reaccionan con muchas sustancias bioquimicas que tienen enormes
impactos en el funcionamiento celular normal, incluida la activacion endotelial y la alteracion de los fosfolipidos
tensioactivos. Los niveles de PUFA y acido adipico (un subproducto de la peroxidacion) se correlacionaron con una
disfuncion pulmonar posterior, mientras que los niveles de plasmégeno (implicado en la proteccion contra ROS y la
formacion de peroxinitrito) disminuyeron, especialmente en el grupo hipoxémico severo.

La colina, los fosfolipidos, el 1,2-DAG, el PUFA y el colesterol son esenciales para la integridad estructural y la
sefializacion de la membrana celular. Un aumento en sus niveles refleja una activacion del mecanismo de proteccion
y un posible trastorno estructural en pacientes que progresan hacia la enfermedad. Los lipidos son moléculas de
sefializacion altamente interconectadas que regulan los procesos metabdlicos, inmunes innatos e inflamatorios, y la
alteracion en un lipido desencadenara automaticamente una desregulacion importante en varias vias de
sefializacion causando profundas respuestas fisioldgicas. Los niveles de acidos araquidonico y eicosapentanoico
fueron mas altos en pacientes con dafo pulmonar agudo, lo que indicé un mayor ambiente inflamatorio. Estos PUFA
pueden liberarse por la activacion de fosfolipasa A, hidrélisis de glicerofosfolipidos de membrana, que también
pueden indicar un desprendimiento de la membrana celular. Se sabe que esta es una de las caracteristicas del dafio
pulmonar agudo. Debido a que una de las propiedades de esta enfermedad es la disfuncion de los tensioactivos
alveolares, el aumento de los niveles de algunos fosfolipidos, en muestras de pacientes hipoxémicos, también puede
explicarse en parte por la fuga de tensioactivos, lo que podria indicar un dafio en la barrera endotelial-alveolar.

Se observaron niveles reducidos de arginina en el grupo que desarrollaba hipoxemia severa. El agotamiento de la
arginina en la sangre se ha relacionado previamente con lesiones pulmonares agudas, sepsis y fibrosis quistica, y se
observé que la suplementacion con arginina reduce la inflamacion. Esta deficiencia puede haber desencadenado la
produccién de superoéxidos, que interaccionan aun mas con los peroxinitritos que producen NO, la acumulacion de
amoniaco y el aumento de la expresion de iNOS, lo que provoca disrupcion de la microvasculatura pulmonar y dafio
tisular.

La glucosamina N-acetilada también se correlacioné positivamente con la enfermedad. Este carbohidrato es parte
del metabolismo de la pentosa, que se sabe que es mas activo bajo estrés, especialmente en condiciones de estrés
hipoténico. Este es el primer estudio de este tipo, que analiza los cambios metabdlicos en el primer dia
postoperatorio después de CABG en pacientes con riesgo de desarrollar ALI/ARDS debido al uso de CPB. Como se
describio anteriormente, los hallazgos de los inventores sugieren defectos en el sistema respiratorio mitocondrial que
afectan la generacion de ROS, el deterioro del estado antioxidante, el aumento de la peroxidacion y el estrés
oxidativo, la alteracion de las membranas celulares desprotegidas, la disminucion de la produccion de tensioactivo,
en pacientes con hipoxemia. TCA, arginina y PUFA participan en una amplia gama de reacciones bioldgicas que
producen resultados beneficiosos y perjudiciales, por lo tanto, las intervenciones terapéuticas dirigidas al estudio de
sus rutas pueden abrir nuevas estrategias para prevenir el dafio pulmonar agudo postoperatorio.

Se han identificado caracteristicas metabolicas de la hipoxemia, que pueden cerrar la brecha entre la patogénesis y
la enfermedad en toda regla. Los marcadores como el acido araquidénico y eicosapentanoico, citrato, carnitina,
glicina, fenilalanina, arginina e histidina sirven como nodos centrales en su metabolismo y, por lo tanto, tienen un alto
impacto en la prediccion de la progresiéon de la enfermedad. Ningun metabolito solo capturd la complejidad de la
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lesiéon sola, ya que las diferentes rutas mostraron simultaneamente desequilibrios. Por lo tanto, para prevenir la
progresion inicial hacia la hipoxemia, la focalizacion terapéutica en varias rutas seria mas efectiva.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para determinar el riesgo de desarrollar hipoxemia, comprendiendo el método:

- proporcionar una muestra biolégica de un sujeto, habiéndose dicho sujeto sometido a una cirugia cardiaca a
corazoén abierto con el uso de bypass cardiopulmonar (CPB), en el que dicho sujeto proporcioné dicha muestra entre
el inicio de la cirugia y 72 horas después del desenganche del circuito de CPB;

- determinar el nivel de al menos un biomarcador seleccionado del grupo que consiste en carnitina, isobutirilglicina,
N-acetil-glucosamina, acido araquidénico y eicosapentanoico, acido isobutirico y citrato;

ylo

- determinar la relaciéon entre los niveles de biomarcadores de al menos una relacion seleccionada del grupo de
relaciones seleccionadas de citrato/fenilalanina, acidos grasos poliinsaturados (PUFA)/fenilalanina,
alanina/fenilalanina, citrato/trimetilamina-N-6xido (TMAQO), carnitina/TMAO, acido isobutirico/fenilalanina e
isobutirilglicina/arginina;

- comparar dichos niveles de uno o mas biomarcadores o relaciones con uno o mas niveles de referencia;

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicho nivel de uno o mas
biomarcadores esta por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no se encuentra
en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho uno o mas niveles son iguales o inferiores a uno o mas niveles de
referencia;

ylo

- determinar que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia si dicha una o mas relaciones entre
los niveles de biomarcadores estan por encima de uno o mas niveles de referencia, o determinar que dicho sujeto no
se encuentra en riesgo de desarrollar hipoxemia, si dicho nivel de una o mas relaciones entre niveles de
biomarcadores son iguales o inferiores a uno o mas niveles de referencia.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra en las
siguientes 48 horas posteriores a la separacion del circuito CPB, tal como en las siguientes 30 horas, tal como en las
siguientes 20 horas, tal como en las siguientes 16 horas, tal como en las siguientes 10 horas, como dentro de 5
horas, como dentro de 2 horas, como dentro de 1 hora después de la separacioén del circuito CPB.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra antes de la
separacion del circuito de CPB hasta 2 horas después de la separacioén del circuito de CPB.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se determina al menos el nivel
de al menos dos biomarcadores y/o al menos una relacion entre biomarcadores.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se determinan al menos los
niveles de carnitina y citrato.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la muestra es una muestra de
sangre, tal como sangre completa, suero y/o plasma.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho nivel de biomarcadores
se determina mediante un método seleccionado del grupo que consiste en espectrometria de masas (GC-MS, LC-
MS), HPLC, Raman, NIR y espectroscopia RMN.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la hipoxemia es una PaO,/FiO,
por debajo de 40 kPa (300 mmHg).

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha cirugia a corazén abierto
se selecciona del grupo que consiste en injerto de derivacion de arteria coronaria y cirugia de valvula.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende aplicar espectroscopia
RMN en dichas muestras bioldgicas, tales como realizar una RMN 1D tal como CPMG, para llegar a un espectro
resultante que cubra un rango espectral representativo de dichos biomarcadores, y aplicar un algoritmo informatico
en respuesta, para determinar una salida indicativa de que dicho sujeto se encuentra en riesgo de desarrollar
hipoxemia.

11. El método de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que dicho sujeto ha proporcionado dicha muestra biolégica
entre un tiempo durante la cirugia, tal como desde el desenganche del circuito de CPB, y hasta 8 horas después del
desenganche del circuito de CPB.
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12. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 10 u 11, en el que se selecciona una combinaciéon de intervalos
espectrales para cubrir todo: carnitina, isobultirilglicina, N-acetil-glucosamina, acido araquidoénico y eicosapentanoico,
acido isobutirico y citrato.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en el que dicho analisis estadistico
informatico implica la aplicacion de un algoritmo de aprendizaje automatico.

14. Un método para evaluar la eficacia del tratamiento para prevenir la hipoxemia, comprendiendo el método:
- completar el método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-13;

para un sujeto considerado en riesgo de desarrollar hipoxemia, evaluar si un protocolo de tratamiento para la
prevencion de la hipoxemia da como resultado que dicho sujeto no desarrolle hipoxemia en una semana después
del desenganche del circuito de CPB.
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