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DESCRIPCION
Reduccion del riesgo de eventos cardiacos adversos mayores
ANTECEDENTES
1. Campo técnico

El presente documento se refiere a métodos y a materiales para reducir el riesgo de eventos cardiacos adversos
mayores. Por ejemplo, el presente documento proporciona métodos y materiales para identificar pacientes con
riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor, asi como métodos y materiales para tratar pacientes con riesgo
de sufrir un evento cardiaco adverso mayor (por ejemplo, pacientes que se sometieron a intervenciéon coronaria
percutanea (PCIl) para infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (STEMI)).

2. Informacién de antecedentes

Algunas estrategias para reperfundir rapidamente a los pacientes que presentan STEMI han mejorado
considerablemente la supervivencia en estado agudo. Sin embargo, estos pacientes albergan un riesgo significativo
a largo plazo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor después, por ejemplo, de PCI para STEMI. Chiara Andreoli
y John T. Parissis en Biomarcadores en Congestive Heart Failure (Capitulo 6 de "Biomarkers in Cardiovascular
Diseases", 1 de agosto 2013, paginas 101-145, DOI: 10.1201/b15301-8), desvelan que NAP-2, GRO-alfa, ST-2,
TNF-a y las metaloproteinasas de la matriz son biomarcadores en insuficiencia cardiaca. SMITH CAMILLA et al. en
"Increased Levels of Neutrophil-Activating Peptide-2 in Acute Coronary Syndromes Possible Role of
Platelet-Mediated Vascular Inflammation (JOURNAL OF THE AMERICAN COLLEGE OF CARDIOLOGY, vol. 48, n.°
8, paginas 1591-1599), muestran que NAP-2 tiene el potencial de inducir respuestas inflamatorias en la placa
aterosclerotica. Por su capacidad para estimular la activacion de leucocitos y células endoteliales, tal inflamacion
inducida por NAP-2 podria estimular la ruptura de placa y sindromes coronarios agudos.

SUMARIO

El presente documento proporciona métodos y materiales para reducir el riesgo de eventos cardiacos adversos
mayores. Por ejemplo, el presente documento proporciona métodos y materiales para identificar pacientes con
riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor, asi como métodos y materiales para tratar a pacientes con riesgo
de experimentar un evento cardiaco adverso mayor (por ejemplo, pacientes que se sometieron a PCl para STEMI).

Como se describe en el presente documento, se puede evaluar un paciente de STEMI que se sometié a PCI para
determinar si ese paciente tiene un mayor riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor en lugar de
identificarse como poco probable de sufrir un evento cardiaco adverso mayor. Por ejemplo, se pueden usar los
perfiles de expresién de uno o mas (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 0 19) de los siguientes polipéptidos para identificar pacientes con riesgo de sufrir un evento
cardiaco adverso mayor: eotaxina-3, catepsina-S, Dickopf-1 (DKK-1), folistatina, supresion de tumorigenicidad-2
(ST-2), GRO-alfa (GRO-a), interleuquina-21 (IL-21), sobreexpresion de nefroblastosoma (NOV), transferrina,
inhibidor tisular de metalopeptidasa-2 (TIMP-2), receptor 1y 2 de factor de necrosis tumoral (TNFaRl y 1), oncogén 3
viral de leucemia eritroblastica (ErBb3), proteina-2 activadora de neutréfilos (NAP-2), angiostatina, ligando 25 de
quimioquina (CCL25), proteina 4 similar a angiopoyetina (ANGPTL4), metaloproteinasa-3 de la matriz (MMP-3) y
factor-a de crecimiento transformante (TGF-a). En algunos casos, se puede tratar un paciente de infarto de
miocardio o un paciente de STEMI que se sometié a PCI mediante la administracion al paciente de un polipéptido
NAP-2 o un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2. En algunos casos, un paciente que se ha de tratar se
puede identificar para el tratamiento mediante la evaluacion de los perfiles de expresion como se describe en el
presente documento. En algunos casos, los métodos y materiales proporcionados en el presente documento se
pueden usar para monitorizar o confirmar que una opcién particular de tratamiento de infarto de miocardio (por
ejemplo, tratamiento con un polipéptido NAP-2 o un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2) es eficaz.

En general, un aspecto del presente documento presenta un método para mejorar la funcién cardiaca. EI método
comprende, o consiste esencialmente en, administrar una composicion que comprende un polipéptido NAP-2 o un
acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2 a un mamifero, mejorando de ese modo la funcién cardiaca de
dicho mamifero. La composicion puede comprender el polipéptido NAP-2. La composicién puede comprender el
acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2. EI mamifero puede ser un ser humano. EI mamifero puede ser un
paciente humano que se sometié a intervencidn coronaria percutanea para infarto de miocardio con elevacion del
segmento ST. El método puede comprender administrar la composicion durante una intervencién coronaria
percutanea. EI método puede comprender administrar un polipéptido TGF-a o un acido nucleico que codifica un
polipéptido TGF-a al mamifero.

En otro aspecto, el presente documento presenta un método para mejorar la funcién cardiaca. El método comprende,

0 consiste esencialmente en, administrar una composicion que comprende un polipéptido TGF-a o un acido nucleico
que codifica un polipéptido TGF-a a un mamifero, mejorando de ese modo la funcién cardiaca de dicho mamifero.
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La composicion puede comprender el polipéptido TGF-a. La composicién puede comprender el acido nucleico que
codifica un polipéptido TGF-a. El mamifero puede ser un ser humano. El mamifero puede ser un paciente humano
que se sometio a intervencion coronaria percutanea para infarto de miocardio con elevaciéon del segmento ST. El
método puede comprender administrar la composicion durante una intervencion coronaria percutanea.

En otro aspecto, el presente documento presenta un método para mejorar la funcién cardiaca. El método comprende,
o consiste esencialmente en, administrar una composicion que comprende un polipéptido ErBb3 o un acido nucleico
que codifica un polipéptido ErBb3 a un mamifero, mejorando de ese modo la funcién cardiaca de dicho mamifero. La
composicion puede comprender el polipéptido ErBb3. La composicion puede comprender el acido nucleico que
codifica un polipéptido ErBb3. EI mamifero puede ser un ser humano. El mamifero puede ser un paciente humano
que se sometio a intervencion coronaria percutanea para infarto de miocardio con elevaciéon del segmento ST. El
método puede comprender administrar la composicion durante una intervencion coronaria percutanea.

En otro aspecto, el presente documento presenta un método para mejorar la funcién cardiaca. El método comprende,
o consiste esencialmente en, administrar una composicién que comprende un inhibidor de la expresion o actividad
de los polipéptidos eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-a, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2,
TNFaRlI, TNFaRll, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 y/o MMP-3 a un mamifero, mejorando de ese modo la funcion
cardiaca de dicho mamifero. El mamifero puede ser un ser humano. El mamifero puede ser un paciente humano que
se sometid a intervencion coronaria percutanea para infarto de miocardio con elevacion del segmento ST. El método
puede comprender administrar la composicion durante una intervencion coronaria percutanea.

A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos que se usan en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la
presente invencion. Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los que se describen en
el presente documento para poner en practica la invencién, a continuacion se describen métodos y materiales
adecuados. Todas las publicaciones, solicitudes de patente, patentes y otras referencias que se mencionan en el
presente documento se incorporan por referencia en su totalidad. En caso de conflicto, prevalecera la presente
memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y
no pretenden ser limitantes.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencién se exponen en los dibujos adjuntos y la descripcién posterior.
Otras caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcién y los dibujos, y a
partir de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figuras 1A y 1B demuestran que la aspiracion de trombo coronario durante STEMI proporciona el recurso
serolégico para la evaluacion protedmica de alto rendimiento.

La Figura 1A (LAD; panel izquierdo) es una representacion angiografica de un trombo oclusivo en la arteria
descendente anterior izquierda. Los paneles central y derecho representan las etapas realizadas para aspirar el
coagulo y el sangrado coronario del vaso ocluido.

La Figura 1B es una representacion de la extraccion de un codgulo a través de un catéter de aspiracion coronaria
y la recogida de muestra en una jeringa de vacio. La evaluaciéon proteémica de alto rendimiento documenta el
contenido de proteinas de la sangre coronaria ocluida en el momento de la reperfusion en STEMI.

Las Figuras 2A-2D proporcionan una evaluacion clinica de cohortes de pacientes protegidos y vulnerables.

La Figura 2A proporciona el modelo de riesgo de la clinica Mayo de puntuacion de eventos cardiacos adversos
mayores para cada paciente en el momento de STEMI.

La Figura 2B proporciona el porcentaje de pacientes que reciben el agente farmacolégico respectivo.

La Figura 2C proporciona parametros ecocardiograficos.

La Figura 2D proporciona el cambio en la fraccion de eyeccioén y la supervivencia dos afios después de STEMI.
La Figura 3A proporciona las concentraciones de citoquinas indicadas en cohortes protegidas y vulnerables.

La Figura 3B proporciona las curvas de ROC para cada citoquina de la Figura 3A.

La Figura 4 contiene graficos de barras que representan curvas estandares para la citoquina indicada.

La Figura 5 contiene graficos de barras que representan curvas estandares para la citoquina indicada.

La Figura 6 contiene gréaficos de barras que representan curvas estdndares para la citoquina indicada.

La Figura 7 contiene graficos de barras que representan curvas estdndares para la citoquina indicada.

La Figura 8 contiene gréaficos de barras que representan curvas estdndares para la citoquina indicada.

La Figura 9 contiene gréaficos de barras que representan curvas estdndares para la citoquina indicada.

La Figura 10 contiene graficos de barras que representan curvas estandares para la citoquina indicada.

La Figura 11 contiene graficos de barras que representan concentraciones de citoquinas en cortes protegidas y
vulnerables.

La Figura 12 contiene curvas ROC para las citoquinas indicadas.

La Figura 13 contiene una tabla con la sensibilidad y especificidad frente a citoquinas junto con el papel
patobiolégico en el infarto de miocardio.

La Figura 14A es un diagrama de una red de interaccion de 19 citoquinas identificadas (fuente en negrita).

La Figura 14B es una distribucion de grado de red, (P[k]) frente al grado (k), y la distribucién de coeficiente de
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agrupamiento, (C[k]) frente a (k), que indica una arquitectura de red sin escala no estocastica y tendencias
jerarquicas de red, respectivamente.

La Figura 14C es un grafico de barras de funciones moleculares vy fisiologicas priorizadas, y la Figura 14D es un
grafico de barras de rutas candnicas priorizadas.

Las Figuras 15A-15C demuestran el andlisis funcional de las proteinas del lecho coronario en la lesion por
reperfusion de isquemia cardiaca.

La Figura 15A contiene una linea temporal de experimentos en animales: recogida de datos, cirugia y terapia.

La Figura 15B contiene datos de tincién de fibrosis PTAH y cuantificaciéon en solucién salina (n = 20) y grupos
tratados con factor de crecimiento (n = 10).

La Figura 15C contiene datos de un andlisis ecocardiografico de ambos grupos que demuestran beneficio
funcional en los ratones tratados con factor de crecimiento (n = 6) en comparacion con solucion salina (n = 12).

DESCRIPCION DETALLADA

El presente documento proporciona métodos y materiales para reducir el riesgo de eventos cardiacos adversos
mayores. Por ejemplo, el presente documento proporciona métodos y materiales para identificar pacientes con
riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor, asi como métodos y materiales para tratar pacientes con riesgo
de sufrir un evento cardiaco adverso mayor (por ejemplo, pacientes que se sometieron a PCI para STEMI). Algunos
ejemplos de eventos cardiacos adversos mayores incluyen, sin limitacion, muerte, insuficiencia cardiaca, infarto de
miocardio recurrente, y hospitalizacion repetida para eventos relacionados con el corazon.

Como se describe en el presente documento, se pueden usar los niveles de expresion de uno o mas (por ejemplo,
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, o 19) de los siguientes
polipéptidos en una muestra de suero obtenida de un paciente de infarto de miocardio (por ejemplo, un paciente de
STEMI que se sometié a PCI) para identificar a los pacientes con riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor:
eotaxina-3, catepsina-S , DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-q, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRlI,
ErBb3, NAP-2, angiostatina, CCL25, ANGPTL4, MMP-3 y TGF-a. Por ejemplo, si un paciente de infarto de miocardio
(por ejemplo, un paciente de STEMI que se sometié a PCI) contiene suero (por ejemplo, suero coronario) con un
nivel elevado de uno o mas de eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-q, IL-21, NOV, transferrina,
TIMP-2, TNFaRI, TNFaRIl, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 y MMP-3, entonces se puede clasificar al paciente con
riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor. En algunos casos, si un paciente de infarto de miocardio (por
ejemplo, un paciente de STEMI que se sometié a PCI) contiene suero (por ejemplo, suero coronario) con un nivel
reducido de uno o mas de ErBb3, NAP-2 y TGF-a, entonces se puede clasificar al paciente con riesgo de
experimentar un evento cardiaco adverso mayor. En algunos casos, si un paciente de infarto de miocardio (por
ejemplo, un paciente de STEMI que se sometié a PCI) contiene suero (por ejemplo, suero coronario) con un nivel
elevado de uno o0 mas de eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-a, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2,
TNFaRI, TNFaRIl, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 y MMP-3 y un nivel reducido de uno o mas de ErBb3, NAP-2 y
TGF-a, entonces se puede clasificar al paciente con riesgo de experimentar un evento cardiaco adverso mayor.

Un polipéptido humano eotaxina-3 puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de
GenBank® NP_006063.1 (N.° Gl. 10344) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se
expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_006072 (N.° Gl. 10344). Un polipéptido humano catepsina-S puede
tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_004070.3 (N.° Gl. 1520) y
puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NM_004079.4 (N.° Gl. 1520). Un polipéptido humano DKK-1 puede tener la secuencia de aminoacidos que se
expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_036374.1 (N.° Gl. 22943) y puede estar codificado por la secuencia
de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_012242 (N.° Gl. 22943). Un polipéptido
humano folistatina puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NP_037541.1 (N.° Gl. 10468) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.°
de Registro de GenBank® NM_013409.2 (N.° Gl. 10468). Un polipéptido humano ST-2 puede tener la secuencia de
aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de 3GenBank® BAA02233 (N.° Gl. 6761) y puede estar codificado
por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® D12763.1 (N.° Gl 6761). Un
polipéptido humano GRO-a puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de
GenBank® NP_001502.1 (N.° Gl. 2919) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se
expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_001511 (N.° Gl. 2919). Un polipéptido humano IL-21 puede tener la
secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_068575.1 (N.° Gl. 59067) y puede
estar codificado por la secuencia de &cidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NM_021803 (N.° Gl. 59067). Un polipéptido humano NOV puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone
en el N.° de Registro de GenBank® NP_002505.1 (N.° Gl. 4856) y puede estar codificado por la secuencia de acidos
nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_002514 (N.° GI. 4856). Un polipéptido humano
transferrina puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NP_001054.1 (N.° Gl. 7018) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.°
de Registro de GenBank® NM_001063.3 (N.° GI. 7018). Un polipéptido humano TIMP-2 puede tener la secuencia de
aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_003246.1 (N.° Gl. 7077) y puede estar
codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_003255.4
(N.° Gl. 7077). Un polipéptido humano TNFaRI puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de
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Registro de GenBank® NP_001056.1 (N.° Gl. 7132) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos
que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_001065 (N.° Gl. 7132). Un polipéptido humano TNFaRlI
puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_001057.1 (N.° Gl.
7133) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de
GenBank® NM_001066 (N.° Gl. 7133). Un polipéptido humano ErBb3 puede tener la secuencia de aminoacidos que
se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_001005915.1 o NP_001973.2 (N.° GIl. 2065) y puede estar
codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NM_001005915.1 o NM_001982.3 (N.° Gl. 2065). Un polipéptido humano NAP-2 puede tener la secuencia de
aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_002695.1 (N.° Gl. 5473) y puede estar
codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_002704 (N.°
Gl. 5473). Un polipéptido humano angiostatina puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de
Registro de GenBank® NP_000292 (N.° Gl. 5340) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que
se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_000301 (N.° Gl. 5340). Un polipéptido humano CCL25 puede
tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_005615.2 (N.° Gl. 6370) y
puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NM_005624 (N.° Gl. 6370). Un polipéptido humano ANGPTL4 puede tener la secuencia de aminoacidos que se
expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_001034756.1 o NP_647475.1 (N.° Gl. 51129) y puede estar
codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank®
NM_001039667.1 o NM_139314.1 (N.° Gl. 51129). Un polipéptido humano MMP-3 puede tener la secuencia de
aminoacidos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NP_002413.1 (N.° Gl. 4314) y puede estar
codificado por la secuencia de acidos nucleicos que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_002422 (N.°
Gl. 4314). Un polipéptido humano TGF-a puede tener la secuencia de aminoacidos que se expone en el N.° de
Registro de GenBank® NP_003227.1 (N.° Gl. 7039) y puede estar codificado por la secuencia de acidos nucleicos
que se expone en el N.° de Registro de GenBank® NM_003236 (N.° GI. 7039).

La expresién "nivel elevado", como se usa en el presente documento con respecto al nivel de un polipéptido (por
ejemplo, una polipéptido eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-a, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2,
TNFaRI, TNFaRlIl, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 o MMP-3), es cualquier nivel que sea mayor que (por ejemplo, al
menos aproximadamente un 10, 15, 20 o 25 por ciento mayor que) un nivel de referencia para ese polipéptido. La
expresion "nivel reducido”, como se usa en el presente documento con respecto al nivel de un polipéptido (por
ejemplo, un polipéptido ErBb3, NAP-2 o TGF-a), es cualquier nivel que sea menor que (por ejemplo, al menos
aproximadamente un 10, 15, 20, o 25 por ciento menos que) un nivel de referencia para ese polipéptido. La
expresion "nivel de referencia", como se usa en el presente documento con respecto a un polipéptido eotaxina-3,
catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-qa, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRII , ErBb3, NAP-2,
angiostatina, CCL25, ANGPTL4, MMP-3, o TGF-qa, es el nivel de expresion de ese polipéptido observado por lo
general en seres humanos sanos o pacientes humanos con bajo riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor.
Por ejemplo, un nivel de referencia de expresion de eotaxina-3 puede ser el nivel medio de expresion de eotaxina-3
que esta presente en muestras obtenidas de una toma de muestras aleatoria de 50 seres humanos sanos sin
evidencia de problemas cardiacos. Se ha de entender que se usan niveles de muestras comparables cuando se
determina si un nivel particular es, o no es, un nivel elevado o un nivel reducido. En algunos casos, el nivel de
referencia de la expresion de polipéptidos puede ser una relacién de un valor de expresion de ese polipéptido en una
muestra con respecto a un valor de expresion de un polipéptido de control en la muestra. Un polipéptido de control
puede ser cualquier polipéptido que tenga una variacion minima en el nivel de expresion en diversas muestras del
tipo para el que el polipéptido sirve como control. Por ejemplo, los polipéptidos albumina, proteina C reactiva o
NT-proBNP se pueden usar como polipéptidos de control. En algunos casos, el nivel de referencia de la expresion
de polipéptido puede ser una relaciéon de un valor de expresion de ese polipéptido en una muestra con respecto al
nivel de proteina total en la muestra.

Un nivel elevado de expresion de los polipéptidos eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-q, IL-21,
NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRIl, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 o MMP-3 puede ser cualquier nivel
siempre que el nivel sea al menos aproximadamente un 10 por ciento mayor que (por ejemplo, al menos
aproximadamente un 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 por ciento mayor que) un nivel de referencia
correspondiente. Por ejemplo, un nivel elevado de expresion de eotaxina-3 puede ser un 15 por ciento 0 mas mayor
que el nivel de referencia para la expresion de eotaxina-3.

Un nivel reducido de expresion de los polipéptidos ErBb3, NAP-2 o TGF-a puede ser cualquier nivel siempre que el
nivel sea al menos aproximadamente un 10 por ciento menor que (por ejemplo, al menos aproximadamente un 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 por ciento menor que) un nivel de referencia correspondiente. Por ejemplo, un
nivel reducido de expresion de ErBb3 puede ser un 15 por ciento o mas menor que el nivel de referencia para la
expresion de ErBb3.

Se puede usar cualquier método apropiado para determinar los niveles de expresion de un polipéptido en una
muestra de suero. Por ejemplo, se pueden usar ELISA y otros ensayos inmunolégicos para determinar el nivel de
eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-qa, IL-21, NOV, transferrina, TIMP- 2, TNFaRI, TNFaRlI,
ErBb3, NAP-2, angiostatina, CCL25, ANGPTL4, MMP-3 y/o TGF-a en una muestra de suero.
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Una vez se han determinado los niveles de expresion uno o mas de los polipéptidos eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1,
folistatina, ST-2, GRO-q, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRII, ErBb3, NAP-2, angiostatina, CCL25,
ANGPTL4, MMP-3 y/o TGF-a en una muestra de un paciente, a continuacion los niveles se pueden comparar con
los niveles de referencia y usar para evaluar la probabilidad de que el paciente sufra un evento cardiaco adverso
mayor. Aquellos pacientes que se determine que es probable que sufran un evento cardiaco adverso mayor, como
se describe en el presente documento, se pueden someter a una mayor monitorizacién y/o se pueden tratar con una
opcién de tratamiento adecuada. Por ejemplo, un paciente que se ha identificado que es probable que sufra un
evento cardiaco adverso mayor, como se describe en el presente documento, se puede tratar con farmacoterapia
agresiva (por ejemplo, tratamientos de bloqueo de receptores beta adrenérgicos, tratamiento con inhibidores de la
enzima convertidora de angiotensina, tratamientos de antagonismo de aldosterona y/o tratamiento con agentes
antiplaquetarios), soporte hemodinamico (por ejemplo, bomba de baldn intraadrtico y/o aumento mecénico del gasto
cardiaco), intervencion quirdrgica (por ejemplo injerto de derivacion coronaria o colocacion del dispositivo de
asistencia ventricular izquierda) y/o intervencién basada en dispositivo (por ejemplo, terapia de resicronizacion o
desfibriladores cardiacos implantables).

En algunos casos, un paciente con riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor (por ejemplo, un paciente que
se ha identificado que es probable que sufra un evento cardiaco adverso mayor como se describe en el presente
documento) se puede tratar por aumento del nivel de expresion del polipéptido NAP-2, por aumento del nivel de
expresion del polipéptido TGF-a, por aumento del nivel de expresion del polipéptido ErBb3, o por aumento de los
niveles de una combinacion de dos cualesquiera de la expresion del polipéptido NAP-2, la expresion del polipéptido
TGF-q, y la expresion del polipéptido ErBb3 (por ejemplo, una combinacién de la expresion tanto del polipéptido
NAP-2 como del polipéptido TGF-a). En algunos casos, un paciente con riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso
mayor (por ejemplo, un paciente que se ha identificado que es probable que sufra un evento cardiaco adverso mayor
como se describe en el presente documento) se puede tratar por aumento del nivel de expresiéon del polipéptido
NAP-2, por aumento del nivel de expresién del polipéptido TGF-a, y por aumento del nivel de expresion del
polipéptido ErBb3. Un nivel aumentado de polipéptido NAP-2, expresién de polipéptido TGF-a, y/o expresion de
polipéptido ErBb3 se puede usar para reducir el tamafo cicatricial y la remodelacién del tejido y para mejorar la
funcion cardiaca. Por ejemplo, un area de fibrosis que refleja el tamafio cicatricial de la lesién se puede reducir de un
10 a un 100 por ciento (por ejemplo, de un 10 a un 90 por ciento, de un 10 a un 80 por ciento, de un 10 a un 70 por
ciento, de un 10 a un 60 por ciento, de un 10 a un 50 por ciento, de un 20 a un 100 por ciento, de un 30 a un 100 por
ciento, o de un 20 a un 60 por ciento) después de la administracion de polipéptidos NAP-2 o acido nucleico que
codifica un polipéptido NAP-2, polipéptidos TGF-a o un acido nucleico que codifica un polipéptido TGF-a,
polipéptidos ErBb3 o acido nucleico que codifica un polipéptido ErBb3, o las combinaciones de los mismos. En
algunos casos, la remodelacién de tejido cardiaco se puede reducir de un 10 a un 100 por ciento (por ejemplo, de un
10 a un 90 por ciento, de un 10 a un 80 por ciento, de un 10 a un 70 por ciento, de un 10 a un 60 por ciento, de un
10 a un 50 por ciento, de un 20 a un 100 por ciento, de un 30 a un 100 por ciento, o de un 20 a un 60 por ciento)
después de la administracion de polipéptidos NAP-2 o acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, polipéptidos
TGF-a o un acido nucleico que codifica un polipéptido TGF-a, polipéptidos ErBb3 o un acido nucleico que codifica un
polipéptido ErBb3, o las combinaciones de los mismos. Algunos ejemplos de mejora de la funcién cardiaca incluyen,
sin limitacion, aumento de la supervivencia, reduccion de la hospitalizacion, tolerancia sin sintomas a la actividad
fisica, mejora del estado de forma fisica general, mejora de la fraccién de eyeccion cardiaca, mejora del gasto
cardiaco, mejora del volumen sistdlico, mejora del indice de masa cardiaca, y reduccion del tamafo cicatricial.

En algunos casos, el nivel de expresion de polipéptido NAP-2, polipéptido TGF-a y/o polipéptido ErBb3 se puede
aumentar por administracion de una composicidon que contiene los polipéptidos NAP-2, TGF-a y/o ErBb3. En algunos
casos, el nivel de expresion de polipéptido NAP-2, polipéptido TGF-a y/o polipéptido ErBb3 se puede aumentar por
administracion de uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo, ADN o ARN) que codifican un polipéptido NAP-2,
polipéptido TGF-a y/o polipéptido ErBb3 a las células del paciente (por ejemplo, células madre residentes o
cultivadas exdgenamente). Tal acido nucleico puede codificar un polipéptido NAP-2 de longitud completa, un
polipéptido TGF-a de longitud completa y/o un polipéptido ErBb3 de longitud completa. En algunos casos, un &cido
nucleico que codifica un fragmento de un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 que
retiene al menos cierta actividad bioldgica se puede usar, como se describe en el presente documento, para reducir
el tamanio cicatricial y la remodelacién de tejido y/o para mejorar la funcion cardiaca.

Se puede administrar un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido
ErBb3 (o un fragmento de los mismos) a un paciente usando cualquier método apropiado. Por ejemplo, se puede
administrar un acido nucleico a un ser humano usando un vector tal como un vector viral.

Los vectores para administrar acidos nucleicos (por ejemplo, un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un
polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 (o fragmentos de los mismos)) a un mamifero se conocen en la técnica 'y
se pueden preparar usando materiales estandar (por ejemplo, empaquetamiento de lineas celulares, virus auxiliares,
y construcciones de vectores). Véanse, por ejemplo, Gene Therapy Protocols (Methods in Molecular Medicine),
editado por Jeffrey R. Morgan, Humana Press, Totowa, NJ (2002) y Viral Vectors for Gene Therapy: Methods and
Protocols, editado por Curtis A. Machida, Humana Press, Totowa, NJ (2003). Los vectores de suministro de acido
nucleico basados en virus se obtienen por lo general a partir de virus de animales, tales como adenovirus, virus
adenoasociados, retrovirus, lentivirus, virus vaccinia, virus herpes y virus del papiloma. Los lentivirus son un género
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de retrovirus que se puede usar para infectar células. Los adenovirus contienen un genoma lineal de ADN de doble
cadena que se puede disefiar para inactivar la capacidad del virus de replicarse en el ciclo de vida litico normal. Los
adenovirus y los virus adenoasociados se pueden usar para infectar células.

Los vectores para el suministro de acidos nucleicos se pueden modificar genéticamente de un modo tal que se altere
o elimine la patogenicidad del virus. El genoma de un virus se puede modificar para aumentar la infectividad y/o
acomodar el empaquetamiento de un acido nucleico, tal como un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2,
un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 (o un fragmento de los mismos). Un vector viral puede ser
competente en la replicaciéon o defectuoso en la replicacion, y puede contener menos genes virales que un virus de
tipo natural correspondiente o ningun gen viral.

Ademas del acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 (o un
fragmento de los mismos), un vector viral puede contener elementos reguladores unidos operativamente a un acido
nucleico que codifica el polipéptido o polipéptidos (o un fragmento de los mismos). Dichos elementos reguladores
pueden incluir secuencias promotoras, secuencias potenciadoras, elementos de respuesta, péptidos de sefial,
secuencias internas de entrada al ribosoma, sefiales de poliadenilacién, terminadores, o elementos inducibles que
modulan la expresiéon (por ejemplo, transcripcion o traduccién) de un acido nucleico. La elecciéon del elemento o
elementos que se pueden incluir en un vector viral depende de varios factores, que incluyen, sin limitacion,
inducibilidad, focalizacion, y el nivel de expresion deseado. Por ejemplo, se puede incluir un promotor en un vector
viral para facilitar la transcripcion de un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o
un polipéptido ErBb3. Un promotor puede ser constitutivo o inducible (por ejemplo, en presencia de tetraciclina), y
puede afectar la expresion de un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un
polipéptido ErBb3 de forma general o especifica para tejidos. Los promotores especificos para tejidos incluyen, sin
limitacion, un promotor de MHC cardiaco especifico, un promotor de troponina, y un promotor de MLC2v.

Como se usa en el presente documento, "unido operativamente" se refiere al posicionamiento de un elemento
regulador en un vector con respecto a un nucleico acido de un modo tal que permita o facilite la expresiéon del
polipéptido codificado. Por ejemplo, un vector viral puede contener un promotor especifico cardiaco y un acido
nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3. En este caso, un
promotor de MHC especifico cardiaco esta unido operativamente a un acido nucleico que codifica un polipéptido
NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 de modo que impulse la transcripcién en las células
cardiacas.

En algunos casos, un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido
ErBb3 (o un fragmento de los mismos) se puede administrar a células usando vectores no virales. Los expertos en la
materia conocen métodos para usar vectores no virales para el suministro de acidos nucleicos. Véase, por ejemplo,
Gene Therapy Protocols (Methods in Molecular Medicine), editado por Jeffrey R. Morgan, Humana Press, Totowa,
NJ (2002). Por ejemplo, un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un
polipéptido ErBb3 se puede administrar a un mamifero por inyeccion directa de las moléculas de acido nucleico (por
ejemplo, plasmidos) que comprenden el acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o
un polipéptido ErBb3, o por administraciéon de moléculas de acido nucleico que forman un complejo con lipidos,
polimeros o nanoesferas.

Un acido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2, un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 (o un fragmento
de los mismos) se puede producir mediante técnicas convencionales, que incluyen, sin limitacién, clonacion
molecular comun, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), técnicas quimicas de sintesis de acidos nucleicos y
las combinaciones de tales técnicas. Por ejemplo, se puede usar PCR o RT-PCR con cebadores de oligonucleétido
disefiados para amplificar el acido nucleico (por ejemplo, ADN o ARN gendmico) que codifica un polipéptido NAP-2,
un polipéptido TGF-a y/o un polipéptido ErBb3 (o un fragmento de los mismos).

En algunos casos, un paciente con riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor (por ejemplo, un paciente que
se ha identificado que es probable que sufra un evento cardiaco adverso mayor como se describe en el presente
documento) se puede tratar por reduccién en el nivel de expresion de uno o mas (por ejemplo, uno, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez 0 mas) de los siguientes polipéptidos: eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina,
ST-2, GRO-q, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRII, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 y/o polipéptidos
MMP-3. Se puede usar una reduccion en el nivel de uno o mas de estos polipéptidos para reducir el tamafio
cicatricial y la remodelacion de tejido y para mejorar la funcion cardiaca. Por ejemplo, un area de fibrosis que refleja
el tamanio cicatricial de una lesion se puede reducir de un 10 a 100 por ciento (por ejemplo, de un 10 a 90 por ciento,
de un 10 a 80 por ciento, de un 10 a 70 por ciento, de un 10 a 60 por ciento, de un 10 a 50 por ciento, de un 20 a
100 por ciento, de un 30 a 100 por ciento, o de un 20 a 60 por ciento) después de la administracién de una
composicion disefiada para reducir la expresion o actividad de los polipéptidos eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1,
folistatina, ST-2, GRO-q, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRII, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 y/o
MMP-3. En algunos casos, la remodelacion de tejido cardiaco se puede reducir de un 10 a 100 por ciento (por
ejemplo, de un 10 a 90 por ciento, de un 10 a 80 por ciento, de un 10 a 70 por ciento, de un 10 a 60 por ciento, de un
10 a 50 por ciento, de un 20 al 100 por ciento, de un 30 a 100 por ciento, o de un 20 a 60 por ciento) después de la
administracion de una composicion disefiada para reducir la expresién o actividad de los polipéptidos eotaxina-3,
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catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-a, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRlIl, angiostatina,
CCL25, ANGPTL4, y/o MMP-3. Algunos ejemplos de mejora de la funcién cardiaca incluyen, sin limitacion, aumento
de la supervivencia, reduccion de la hospitalizacion, tolerancia sin sintomas a la actividad fisica, mejora del estado
de forma fisica general, mejora de la fraccion de eyeccién cardiaca, mejora del gasto cardiaco, mejora del volumen
sistolico, mejora del indice de masa cardiaca, y reduccion del tamafio cicatricial.

En algunos casos, el nivel de expresion de los polipéptidos eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-q,
IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRlI, angiostatina, CCL25, ANGPTL4 , y/o MMP-3 se puede reducir
por administraciéon de una composiciéon que contiene una molécula de ARNi o antisentido (por ejemplo, una molécula
de ARNip o una molécula de ARNhp) disefiada para reducir la expresion polipeptidica de un polipéptido eotaxina-3,
catepsina-S, DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-a, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRlIl, angiostatina,
CCL25, ANGPTL4 o MMP-3. En algunos casos, el nivel de actividad del polipéptido eotaxina-3, catepsina-S, DKK-1,
folistatina, ST-2, GRO-q, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2, TNFaRI, TNFaRlIl, angiostatina, CCL25, ANGPTL4, o
MMP-3 se puede reducir por administracion de un inhibidor de la actividad del polipéptido eotaxina-3, catepsina-S,
DKK-1, folistatina, ST-2, GRO-a, IL-21, NOV, transferrina, TIMP-2 , TNFaRIl, TNFaRIl, angiostatina, CCL25,
ANGPTL4 o MMP-3.

La invencion se describird adicionalmente en los siguientes ejemplos, que no limitan el alcance de la invencion
descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 - La firma diferencial de proteoma de suero coronario en seres humanos que padecen infarto agudo de
miocardio identifica pacientes vulnerables

Disefio del estudio

Se sometieron pacientes de entre 40 y 82 afios a una aspiracion de trombo coronario antes de PCl para STEMI. Los
aspirados coronarios frescos se almacenaron en tubos de EDTA y se centrifugaron a 4 °C. Se recogio el
sobrenadante de suero, se tratd con un inhibidor de proteasa, se dividid en alicuotas de trabajo, se congeld
instantaneamente en nitrégeno liquido, y se almacend a -80 °C en los 60 minutos posteriores a la toma de muestras
coronarias. Se utilizé el Modelo de Riesgo de la Clinica Mayo de puntuacién de MACE y TIMI para la estratificacion
en el momento del infarto de miocardio, y se inscribieron y siguieron los pacientes identificados de riesgo no elevado
(n = 25). Los que padecieron muerte, infarto recurrente, o insuficiencia cardiaca (MACE) en un periodo de
seguimiento de dos afos se clasificaron como vulnerables (n = 11), mientras que los que no se clasificaron como
protegidos (n = 14).

Evaluacién de la proteémica

Las muestras de suero coronario almacenadas se descongelaron solo una vez y se prepararon para analisis de
matriz de anticuerpos basado en ELISA (Quantibody Human Array-6000, RayBiotech) para cuantificar 280 citoquinas
distintas. Las muestras de suero se diluyeron 1:5 con diluyente de muestra. Los portaobjetos de matriz de proteina
de vidrio se dejaron equilibrar y secar a temperatura ambiente durante 45 minutos. Cada camara dentro del
portaobjetos se bloqued durante 30 minutos. Los estandares para cada citoquina se prepararon como ocho
diluciones seriadas y se afiadieron a las camaras respectivas, mientras que las camaras restantes recibieron 100 pl
de suero. Después de incubacion durante una noche a 4 °C, los portaobjetos se lavaron durante un total de 35
minutos. Se afiadié un agente de marcaje biotinado a cada camara y se incub6 durante una noche a 4 °C. Los
portaobjetos se lavaron durante 35 minutos adicionales y se incubaron con Cy3-estreptoavidina durante 1 hora con
proteccion de la luz a temperatura ambiente. Los portaobjetos se lavaron y se centrifugaron durante 3 minutos a
1.000 rpm. Los portaobjetos secos se analizaron utilizando el software Axon GenePix Pro 6 de Molecular Devices
para generar una curva estandar para cada citoquina y determinar las concentraciones individuales en suero
coronario.

Analisis de red

Las proteinas de la matriz expresadas diferencialmente se enviaron para analisis de red utilizando Ingenuity
Pathways Knowledge Base (IPKB, Ingenuity Systems, "www" punto "ingenuity.com") para identificar las subredes
funcionales asociadas. Estas se fusionaron en un interactoma compuesto en IPKB y se representaron usando el
programa de visualizacion de red Cytoscape 2.8.2, caracterizandose la topologia de red usando Network Analyzer
(Smoot et al., Bioinformatics, 27(3):431-2 (2011)). Las propiedades calculadas incluyeron grado de nodo (k),
distribucion de grado (P[K]) y distribucidon de coeficiente de agrupacion (C[k]), cuya obtenciéon se ha descrito en otras
publicaciones (Arrell et al., Stem Cells, 26(2):387-400 (2008)); Zlatkovic-Lindor et al., Stem Cells, 28(8):1355-67
(2010); y Crespo-Diaz et al., Cell Transplant., 20(6):797-811 (2011)). IPKB también priorizé funciones moleculares y
fisiolégicas sobrerrepresentadas y rutas canénicas asociadas a la red de interaccion resuelta.

Estudios en animales
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Se llevo a cabo cirugia en 48 ratones C57BL/6 de 8 a 12 semanas de edad con un 1-2 % de isoflurano. La arteria
descendente anterior izquierda (LAD) se ligé temporalmente durante 60 minutos con el animal anestesiado durante
todo este periodo de tiempo. Esto fue seguido por la restauracion del flujo sanguineo durante 5-10 minutos. La
region suministrada por LAD se inyectd 5 veces con 2,5 pl de solucion salina o factores de crecimiento. Las
concentraciones utilizadas para las inyecciones de NAP-2 y TGF-a fueron de 5-25 ng por inyeccion y 4-20 ng por
inyeccion, respectivamente.

La profilaxis del dolor se implementé mediante un régimen de acetaminofeno (100-300 mg/kg en agua potable)
durante 2 dias antes y 5 dias después de la cirugia. Antes de la cirugia, los ratones se aleatorizaron en grupos de
solucion salina (n = 12) o tratados con factor de crecimiento (n = 6) en formato 2:1. Las personas implicadas en la
realizacién de la cirugia y en la recogida y analisis de datos ecocardiograficos trabajaron en condiciones ciegas
durante todo el estudio. La funcidon y estructura cardiaca se cuantificaron prospectivamente por ecocardiografia
utilizando un transductor de 30 MHz hasta 1 mes después de la lesion por isquemia-reperfusion. La fracciéon de
eyeccion se definié como [(LVVd - LVVs) / LVVd] x 100, donde LVVd es el volumen diastdlico final de LV y LVVs es
el volumen sistolico final de LV.

Analisis estadistico

Este trabajo se disefid para evaluar los cambios seroldgicos en la concentracién de 280 citoquinas. Los datos
clinicos de los pacientes se analizaron como el valor medio + SD y se compararon entre los grupos con el ensayo t
de Student de 2 muestras o la mediana = intervalo intercuartil. Las concentraciones de citoquinas se presentaron
como la mediana % intervalo intercuartil y se analizaron mediante la estadistica no paramétrica del ensayo U de
Mann-Whitney. Las diferencias se consideraron significativas para p < 0,05. Se construyeron curvas de caracteristica
operativa de receptor (ROC) para evaluar el potencial de prondstico de cada citoquina para la estratificacion del
paciente de STEMI antes de PCI. Los valores p del andlisis de red se calcularon utilizando el ensayo exacto de
Fisher, que determina la probabilidad de que la asociacion entre las proteinas y funciones del conjunto de datos o las
vias canonicas se expliquen solo por casualidad. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo en el software SAS
JMP 9.0 y MedCalc, version 12.2.1.

Resultados
Huella digital molecular del suero coronario

Se obtuvo un aspirado de trombo coronario de pacientes de STEMI con una lesion coronaria oclusiva. Se llevo a
cabo la trombectomia antes de PCI con una endoprétesis vascular liberadora de farmaco (Figura 1A). Los aspirados
de pacientes se incluyeron en el estudio si la intervencién coronaria se realizé sin complicaciones y se restablecio el
flujo de TIMI-0 a TIMI-3. Todos los pacientes se manejaron de acuerdo con las directrices de practicas ACC/AHA
(Kushner et al., J. Am. Coll. Cardiol., 54 (23):2205-41 (2009)). El trombo aspirado y la sangre coronaria se
procesaron para extraccién de plasma y se sometieron a evaluacion protedmica con generacion de un mapa térmico
que representa el perfil de expresion de proteinas plasmaticas para cada paciente (Figura 1B).

Discriminacién de cohortes de STEMI vulnerables frente a protegidos

Durante un periodo de seguimiento de 2 afios, los pacientes con eventos adversos cardiacos mayores se
clasificaron como vulnerables (n = 11), y los pacientes sin eventos adversos cardiacos mayores se clasificaron como
protegidos (n = 14). No se observaron diferencias en la demografia y los factores de salud cardiovascular (Tabla 1)
entre las dos cohortes. Se calcularon varios modelos de estratificacion de riesgo para cada paciente. En especial, la
puntuacioén de riesgo TIMI para probabilidad de muerte durante la hospitalizaciéon y hasta 6 meses fue baja en ambas
cohortes de pacientes (5,5 £ 2 en vulnerables y 4 + 4,5 en protegidos, p = 0,08) (Tabla 1) (Morrow et al., JAMA, 286
(11):1356-9 (2001) y Morrow et al., Circulation, 102 (17): 2031-7 (2000)). El Modelo de Riesgo de la Clinica Mayo de
MACE validé la puntuacion TIMI, colocando a ambos grupos en la categoria de riesgo no elevado (5,5 + 3 en
vulnerable y 4 + 2 en protegido, p = 0,22) (Figura 2A) (Singh et al., J. Am. Coll Cardiol., 40 (3):387-93 (2002)). Sin
embargo, la evaluacion ecocardiografica reveld una reduccion importante en la fraccion de eyeccion (-18 £ 7 %) en
el grupo vulnerable en comparacién con el cambio limitado (-0,5 £ 2,2 %) en el grupo protegido (Figura 2D; p < 0,05).
La supervivencia fue de un 65 % en el grupo vulnerable frente a un 100 % en el grupo protegido (Figura 2D).

Tabla 1. Caracteristicas basales del grupo de pacientes de STEMI.

Caracteristicas basales Corte protegida n = 14 | Corte vulnerable n = 11
Edad en aios 67 (8) 69,5 (10)
Mujeres, % 50 % 40 %

Niveles de troponina, ng/ml mediana 4 (3,22) 8 (16,3)
Proteina C reactiva, mg/litro 3(11,4) 3(12,3)
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indice de riesgo TIMI 3(3,5) 5,5(3,5)
Niveles de WBC 11620 (3790) 12795 (8223)
Presentacion de IM para balén, h 6 h 5h
Puntuacion NYHA, mediana 1(0,5) 1(0,75)
Historia familiar pasada de CAD 5 2
Hipercolesterolemia 4 4
Hipertension 5 2
Fumadores 4 1
Diabetes Mellitus 1 2

La diseccion protedmica descubre biomarcadores de vulnerabilidad

Se evalud el contenido proteico en los aspirados de suero coronario de cada paciente. Se generaron curvas
estandares para cada una de las 280 sondas, lo que constituye un panel completo de citoquinas, para determinar la
concentracion. Inicialmente, se us6 un valor de corte p < 0,075 para capturar un espectro de citoquinas candidatas
con concentraciones diferenciales en muestras de pacientes protegidos frente a vulnerables. Estas incluyeron
eotaxina-3, catepsina-S, Dickopf-1 (DKK-1), folistatina, supresiéon de tumorigenicidad-2 (ST-2), GRO-alfa (GRO-a),
interleuquina-21 (IL-21), nefroblastoma sobreexpresado (NOV), transferrina, inhibidor tisular de metalopeptidasa-2
(TIMP-2), receptor 1 y 2 del factor de necrosis tumoral (TNFaRI y Il), oncogén 3 viral de leucemia eritroblastica
(ErBb3), proteina-2 activadora de neutréfilos (NAP-2), angiostatina, ligando 25 de quimioquina (CCL25), proteina 4
similar a angiopoyetina (ANGPTL4), metaloproteinasa-3 de la matriz (MMP-3) y factor-a de crecimiento
transformante (TGF-a) (Figuras 3A y 4-10).

Las 19 citoquinas resultantes se sometieron a un limite mas discriminatorio (p < 0,025) para producir seis citoquinas,
a saber, NAP-2, angiostatina, CCL25, ANGPTL4, MMP-3 y TGF-a. Las concentraciones mediana para cada uno de
los seis factores resueltos en el grupo protegido y vulnerable fueron: NAP-2 8,0 ng/ml y 5,0 ng/ml (p = 0,005),
angiostatina 146 pg/ml y 242 pg/ml (p = 0,01), CCL25 no detectada y 3,8 ng/ml (p = 0,025), ANGPTL4 73,3 pg/ml y
152 pg/ml (p = 0,019), MMP-3 884 pg/ml y 2,7 ng/ml (p = 0,014), y TGF-a 2,1 ng/ml y no detectada (p = 0,004),
respectivamente (Figura 3A). Para someter a ensayo el potencial discriminatorio de cada factor, se generé una curva
de caracteristica de operacion de receptor (ROC) (Figura 3B) que produce el area bajo la curva (AUC) de la
siguiente manera: TGF-a 0,834 (p = 0,0003), NAP-2 0,821 (p = 0,0005), Angiostatina 0,805 (p = 0,001), MMP-3
0,792 (p = 0,003), ANGPTL4 0,779 (p = 0,006) y CCL25 0,759 (p = 0,009). Esto, a su vez, permiti6 la proyeccion de
sensibilidad y especificidad (Tabla 2). Se obtuvieron resultados de concentracién (Figura 11), curvas de ROC (Figura
12) y resultados de sensibilidad y especificidad (Figura 13) para los 13 factores restantes (0,03 < p < 0,075).

Tabla 2. Citoquinas con sensibilidad y especificidad proyectadas; y papel patobiolégico en el infarto de miocardio.

Biomarcador | Sensibilidad (%) | Especificidad (%) Papel biolégico en IM

NAP-2 80 90 Activa las células leucocitarias y endoteliales dentro de
la placa aterosclerotica.

Angiostatina 100 55 Inhibe la formacion de vasculatura corosaria colateral.

CCL-25 85 64 Atrae macréfagos y otras células inflamatorias hacia la
placa aterosclerética.

ANGPTL-4 80 82 Inhibe potencialmente la neovascularizacion.

MME-3 80 73 Remodelaciéon de la matriz extracelular, asociada a
disfuncién ventricular izquierda.

TGFa 93 73 Se utiliza para estimular la secrecion de células madre
de VEGF para mejorar la funcién miocardica posterior a
IM.

Los mapas de biologia de sistemas sobrerrepresentaron procesos en individuos propensos a MACE

La relacion biologica entre todos los polipéptidos discriminatorios se sometié a ensayo mediante el analisis de redes
complejas. Estos 19 factores se agruparon en una red organizada compuesta por 65 nodos unidos por 417
conexiones por pares (Figura 14A). La topologia de red presentd una arquitectura no estocastica con tendencias
jerarquicas (Figura 14B). La evaluacion de las funciones moleculares y fisiolégicas sobrerrepresentadas revel6 la
priorizacion de funciones hematolégicas, inmunoldgicas y cardiovasculares (Figura 14C). La evaluacion de la ruta
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canonica puntud la regulacién de calcio, la sefalizacién de acido retinoico y la inflamacién endotelial como las mas
altamente correlacionadas con la red resuelta (Figura 14D). De ese modo, la obtencion de la red no estocastica que
abarca 19 factores identificados en el suero coronario, traza un mapa de los procesos fisiopatolégicos activados que
discriminan a los pacientes vulnerables de los protegidos en el momento de STEMI.

Efecto terapéutico de proteina sérica coronaria en lesién por isquemia reperfusion

El dia antes de la cirugia se recogieron 48 registros ecocardiograficos basales, y los ratones se aleatorizaron 2:1 en
grupos tratados con solucién salina y factor de crecimiento. Después de que se indujera lesién por isquemia
reperfusion, se inyectaron 5-25 ng de NAP-2 y 4-20 ng de TGF-a en la regién suministrada por LAD (Figura 15A).
Tres dias después, los presentes inventores recogieron los corazones y se cuantifico la fibrosis en los grupos
tratados con solucion salina (n = 20) y factor de crecimiento (n = 10). Los corazones tratados con factores de
crecimiento exhibieron un 14,3 £ 6,2 % de fibrosis en la pared ventricular izquierda en comparacioén con un 33,8 +
8,37 % en el grupo de solucién salina (p =< 0,01) (Figura 15B).

La recogida de ecocardiografias se llevd a cabo 1 y 10 dias, y 4 semanas después de la lesion (Figura 15A). Se
observd una mejora significativa durante las fases agudas de la lesion (Figura 15C) en los ratones tratados con
factor de crecimiento. Los volimenes diastdlico y sistélico del ventriculo izquierdo mejoraron significativamente en la
cohorte tratada con factor de crecimiento, lo que demuestra una reduccion de la remodelaciéon y descompensacion
organica. Estos resultados demuestran que los factores dentro del lecho coronario se pueden usar como terapia
molecular para reducir el tamafio cicatricial, limitar la remodelacion de tejido y mejorar la funcion cardiaca después
de STEMI.

Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que marcadores tales como las 19 citoquinas que se describen
en el presente se pueden usar para evaluar los resultados a largo plazo después de infarto. La proteémica de alto
rendimiento puede proporcionar de ese modo una instantanea molecular de las entidades de la enfermedad a nivel
tisular. Estos resultados también demuestran que el tratamiento con NAP-2, TGF-a, o ambos, durante la lesiéon por
isquemia reperfusion se pueden usar para reducir el tamafio cicatricial y la remodelacién de tejido, y para mejorar la
funcion cardiaca. Ademas, se puede llevar a cabo una monitorizacion en tiempo real de la respuesta del paciente a
una lesién y/o el tratamiento para informar una gestidon personalizada en el momento de la reperfusién o durante
diversas fases del tratamiento o posteriores al tratamiento.

OTRAS REALIZACIONES
Se ha de entender que, aunque la invencion se ha descrito junto con la descripcidon detallada de la misma, la

descripcion anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invencion, que esta definido por el alcance de las
reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para su uso en mejorar la funcion cardiaca en un mamifero, comprendiendo la composicion un
polipéptido NAP-2 o un &cido nucleico que codifica un polipéptido NAP-2.

2. La composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha composicion comprende ademas
un polipéptido TGF-a de longitud completa o un acido nucleico que codifica un polipéptido TGF-a de longitud
completa.

3. La composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que dicha composicion comprende ademas
un polipéptido ErBb3 o un acido nucleico que codifica un polipéptido ErBb3 para su uso en un método de mejora de
la funcion cardiaca en un mamifero.

4. La composicion para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho mamifero es un
ser humano, o en el que dicho mamifero es un paciente humano que se sometié a intervencién coronaria percutanea
para infarto de miocardio con elevacion del segmento ST.

5. La composicion para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicho uso comprende
proporcionar dicha composicion durante una intervencion coronaria percutanea.

6. Un método in vitro para identificar un mamifero con riesgo de sufrir un evento cardiaco adverso mayor, en el que
dicho método comprende detectar la presencia de un nivel reducido de un polipéptido en una muestra de suero
obtenida de un mamifero, en el que dicho polipéptido es NAP-2, solo o en combinacién con TGF-a de longitud
completa, y en el que la presencia de dicho nivel reducido indica que dicho mamifero se encuentra en riesgo de
sufrir un evento cardiaco adverso mayor.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que dicho método comprende detectar la presencia de un nivel reducido de
ambos polipéptidos en dicha muestra de suero.

8. El método de la reivindicacion 6, en el que dicho método comprende ademas opcionalmente detectar la presencia
de un nivel reducido de ErBb3 en dicha muestra de suero.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que dicho método comprende detectar la presencia de un nivel reducido de
NAP-2 y TGF-a de longitud completa; el nivel reducido de NAP-2 y ErBb3; o el nivel reducido de NAP-2, TGF-a de
longitud completa y ErBb3, en dicha muestra de suero.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que dicho mamifero es un ser humano, o en el que
dicho mamifero es un paciente humano que se sometié a intervencion coronaria percutanea para infarto de
miocardio con elevacion del segmento ST.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6-9, en el que dicha muestra de suero es una muestra de suero
coronario.
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11
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Figura 13

Biomarcador {Sensibilidad |Especificidad Papel bioldgico en IM

Eotaxina-3 Eit] 7 Quimioatraccion de eosindfilos. Papel desconacido en M.

CatepsinaS |71 73 Aumento de la actividad elastolitica y colagenolitica en arterias enfermas. Expresion ;
inducida durante aterogénesis.

DRE-1 =5 82 Aumento de los niveles en suero en pacientes que padecen angina. Expresado en
placas aterosclerdticas, puede contribuir al proceso inflamatorio.

Folistatina & L) Mo se ha descrito ningan papel biolégico para la Folistatina en IM; sin embargo, el
miembro de la familia de Folistatina Fstl1 es cardioprotector en isquemia reperfusion ¢

5T-2 53 45 Aumento de los niveles en pacientes con MI. Bloguea la sefializacion antihipertrofica -
en sobrecarga de presion.

GROa B4 a2 Regulacidn positiva en el corazén después de IM.

IL-31 53 e Aumenta la respuesta de linfocitos T durante inflamacion. Datos imitados para papel

= = enl

B8 GG E& Expresion detectada en cardiomiocitos y células del misculo liso. Datos limitados
para el papel en IM.

Transferrina | 85 7E Peroxidacion de lipidos y entorno prooxidativo en lesiones aterosclerdticas por hierro.

TIREE-2 7S £4 Atenla el desarrollo de placa aterosclerética y reduce la actividad de MMP.

THER] aa £d Proporciona crioproteccion en lesion por isquemialreperfusion. Puede contribuir a
necrosis y apoptosis durante IM.

THRFRH 71 73 Véase anteriormente.

ErB3 53 £ Ausente en el miocardio postnatalmente. Ningdn papel en IM hasta la fecha.
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