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DESCRIPCION

Panel de multiples marcadores para la diabetes de tipo 1 y de tipo 2.
La presente invencidn hace referencia a la estratificacion del riesgo en pacientes que padecen diabetes.

En la actualidad, los pacientes diabéticos son tratados normalmente como un grupo homogéneo en el que sé6lo se
distinguen pacientes con diabetes de tipo 1 y de tipo 2. De hecho, los pacientes diabéticos constituyen un grupo muy
heterogéneo. Muchos pacientes presentan comorbilidades tales como enfermedades cardiovasculares o inflamatorias.
Para estos pacientes se precisan regimenes de tratamiento mas personalizados que se ajusten a sus necesidades. Sin
embargo, un requisito previo para el tratamiento personalizado es un diagnéstico fiable de cualquier comorbilidad
o manifestacién especifica o principal que afecten al prondstico de la enfermedad o indicativas de complicaciones
resultantes de una enfermedad especifica presente en un paciente en concreto.

Las herramientas de diagnéstico actuales son insuficientes para estos propdsitos. Por ejemplo, las enfermedades
cardiovasculares habitualmente no se diagnostican bien por los médicos de cabecera (Svendstrup Nielsen, L., et al.
(2003). N-terminal pro-brain natriuretic peptide for discriminating between cardiac and non-cardiac dyspnoea. The
European Journal de Heart Failure). Por lo tanto, son necesarias unas herramientas de diagndstico simples y fiables,
particularmente para los médicos de cabecera y/o médicos especializados en la atencion de la diabetes.

El uso marcadores bioquimicos o moleculares se conoce como tal. Sin embargo, la diabetes causa la alteracion de
muchas funciones corporales y consecuentemente, la alteracion de los niveles de marcadores bioquimicos o molecula-
res potenciales. Se desconoce que marcador(es) proporcionan informacion ttil sobre el estado fisiolégico o patolégico
de un paciente diabético.

Se ha intentado determinar si el péptido natriurético cerebral (BNP) puede utilizarse como marcador bioquimico
en pacientes diabéticos. Yano et al. (1999) determiné que el BNP puede ser un signo de complicaciones renales
en pacientes con diabetes de tipo 2 (Yano Y., Katsuki, A., et al. (1999). Plasma Brain natriuretic peptide levels in
normotensive noninsulin-dependent diabetic patients with microalbuminuria. The Journal of Clinical Endocrinology
& Metabolism, vol. 84(7), pp. 2353-2356). Este hallazgo fue cuestionado por Isotani et al. (2000) quien sugirié que
la concentracién plasmatica elevada de BNP es en gran medida un signo de disfuncién cardiaca (Isotani H., Kameoka
K., et al. (2000). Plasma Brain Natriuretic Peptide levels in normotensive type 2 diabetic patients without cardiac
disease. Diabetes Care, vol. 23(6), pp.859-860). Siebenhofer, et al. (2002) puntualizan que los estudios en pacientes
con diabetes de tipo 2 normotensivos no fueron concluyentes con respeto a las concentraciones elevadas de BNP en
pacientes con microalbuminuria. Siebenhofer et al. (2002) observé que las concentraciones de NT-proBNP aumentan
en los pacientes con diabetes tipo 1 con albuminuria. Los autores concluyeron que la funcién del NT-proBNP en
pacientes que presentan nefropatia diabética y otras comorbilidades era incierta.

Las complicaciones cardiovasculares pasan inadvertidas frecuentemente en pacientes diabéticos, ya que los pa-
cientes diabéticos padecen neuropatia y la pérdida de sensibilidad al dolor con frecuencia. Por ejemplo, los pacientes
diabéticos pueden padecer una cardiopatia sin experimentar dolor tordcico como sintoma caracteristico. De manera
similar, no se detecta con frecuencia la microangiopatia en los pacientes diabéticos antes de que se hayan producido
dafios tisulares irreversibles.

WO 2004/046722 hace referencia a los nuevos marcadores de inflamacion vascular tales como el sSCD40L, el PIGF
y el BNP y a las combinaciones de éstos que se utilizan como herramientas para el diagndstico y prondstico en pa-
cientes que padecen enfermedades cardiovasculares, que incluyen también un gran nimero de pacientes diabéticos.
La invencién también hace referencia a la creacién de un perfil de riesgo individual de acontecimientos negativos, que
estdn asociados a la evolucién de la arteriosclerosis. Sin embargo, este documento no manifiesta que estos marcado-
res puedan ser utiles en el diagndstico de pacientes diabéticos que no tengan unos antecedentes de complicaciones
cardiovasculares.

Ademads, algunos antidiabéticos pueden causar efectos cardiotxicos (por ejemplo mediante un aumento de la
volemia) y deben administrarse sélo a pacientes que no padezcan o tengan riesgo de padecer una complicacion car-
diovascular.

Por lo tanto, la presente invencién tiene la finalidad de proporcionar métodos y medios para la estratificacién
del riesgo y/o la identificacion de comorbilidades, particularmente complicaciones cardiovasculares en pacientes que
padecen diabetes.

En el primer modo de realizacién, el problema se soluciona mediante un método diagndstico para determinar si un
paciente diabético padece una complicacién cardiovascular o tiene riesgo de padecer una complicacion cardiovascular,
y comprende las siguientes fases:

a) determinacién cuantitativa, preferiblemente in vitro, de la concentracién(es) de al menos una hormona cardiaca
en una muestra obtenida del paciente,
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b) diagndstico de la complicacién cardiovascular o del riesgo de padecer una complicacién cardiovascular mediante
la comparacion de la concentracidon(es) obtenidos con niveles conocidos asociados a la complicacién cardiovascular o
al riesgo.

El método también debe constar de la fase de obtencion de muestras, por ejemplo un liquido corporal o muestra de
tejido del paciente. En la presente invencion, la obtencién de la muestra puede realizarse preferiblemente por personal
no facultativo (es decir, que no tienen la formacién necesaria para desempear el trabajo de un médico). Esto es
aplicable particularmente si la muestra es de sangre.

La presente invencion es particularmente util para los médicos de cabecera, médicos especialistas y plantas, depar-
tamentos o clinicas especializadas en el tratamiento de la diabetes, ya que éstos con frecuencia no tienen acceso a una
auscultacion cardiaca minuciosa realizada por cardidlogos. La presente invencidn proporciona métodos y medios para
profesionales que no son cardidlogos para un cribado simple y fiable de pacientes diabéticos para aquellos pacientes
que tengan riesgo de padecer una complicacién cardiovascular.

La presente invencién proporciona métodos y medios simples para detectar complicaciones cardiovasculares, que
incluyen la cardiopatia, la microangiopatia, la activacion plaquetaria y la inflamacién, en pacientes diabéticos e incluso
en aquellos pacientes diabéticos que presentan neuropatia. La deteccidn es posible realizarla en los estadios iniciales
de las complicaciones, incluso antes de que se produzcan dafios irreversibles.

La invencidn se beneficia de ciertos marcadores bioquimicos y moleculares. Los términos “marcador bioquimico”
y “marcador molecular” son conocidos por los expertos en la materia. En concreto, los marcadores bioquimicos o
moleculares son productos de expresién génica que se expresan de forma diferente (es decir, la expresién aumenta o
disminuye) en presencia o ausencia de un trastorno concreto, una enfermedad o una complicacién. Normalmente, un
marcador molecular se define como un 4cido nucleico (como un mRNA), mientras que un marcador bioquimico es
una proteina o péptido. La concentracién de un marcador bioquimico o molecular adecuado puede indicar la presencia
o ausencia del trastorno, enfermedad o complicacién y permitir de este modo el diagndstico. La diabetes de acuerdo
con la presente invencién hace referencia a todas las formas de diabetes mellitus, incluidas la diabetes de tipo 1, de
tipo 2 y la gestacional. Especialmente, la diabetes hace referencia a las diabetes de tipo 1 y 2, mas particularmente
a la diabetes de tipo 2. Las definiciones de la diabetes mellitus son conocidas por los expertos en la materia y la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) establecio los criterios diagndsticos en 1985 y 1999, asi como la “American
Diabetes Association” (ADA) lo hizo en 1997. Cualquier paciente que cumpla los criterios de acuerdo con una o més
de estas definiciones se considera un paciente diabético. Preferiblemente, el paciente diabético se define de acuerdo
con los criterios de la OMS de 1999.

La diabetes de tipo 1 se conoce también como diabetes juvenil o diabetes mellitus insulinodependiente (DMID).
La diabetes de tipo 1 puede tener un origen inmunoldgico (subtipo A) y o puede ser idiopética (subtipo B). La diabetes
de tipo 2 se conoce también como diabetes de comienzo en la edad adulta o diabetes mellitus no insulinodependiente
(DMNID). La diabetes de tipo 2 puede estar acompafiada de obesidad (tipo 2a) o no (tipo 2b). Otros tipos de diabetes
son, por ejemplo, se deben a defectos genéticos, enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias y al efecto de
productos quimicos o farmacos.

El diagnéstico de acuerdo con la presente invencion consta de la determinacion, el control, la confirmacidn, la sub-
clasificacién y la prediccion de la enfermedad, 1a complicacion o el riesgo pertinente. La determinacién hace referencia
al hecho de detectar una enfermedad, una complicacién o un riesgo. El control hace referencia al seguimiento de una
enfermedad o complicacién que ya han sido diagnosticadas, por ejemplo, el andlisis de la evolucién de la enfermedad
o el efecto de un tratamiento concreto en la evolucion de la enfermedad o complicacién. La confirmacién se refiere a
la consolidacién o corroboracién del diagnéstico establecido anteriormente utilizando otros indicadores o marcadores.
La subclasificacion hace referencia a la mejor definicién del diagndstico de acuerdo con las diferentes subclases de
la enfermedad que se haya diagnosticado, por ejemplo, definicién segin formas leves o graves de la enfermedad. La
prediccion hace referencia al pronéstico de una enfermedad o complicacién antes de que otros sintomas o marcadores
se detecten o se alteren significativamente.

El término “paciente” de acuerdo con la presente invencion se refiere a una persona sana, a una persona apa-
rentemente sana, o especialmente, a una persona que padece diabetes. Particularmente, el paciente padece o recibe
tratamiento para la diabetes de tipo 2 y/o la nefropatia diabética. Mds particularmente, el paciente no tiene anteceden-
tes conocidos de complicacion cardiovascular y/o no recibe tratamiento para una complicacién cardiovascular.

La presente invencién permite diagnosticar si un paciente diabético padece una complicacién cardiovascular o
tiene riesgo de padecer una complicacion cardiovascular. “Padecer una complicacién cardiovascular” de acuerdo con
la presente invencién incluye también el empeoramiento de una complicacion cardiovascular ya existente.

La “complicacién cardiovascular” puede ser cualquier enfermedad cardiovascular o acontecimiento conocido por
los expertos en la materia, incluye la cardiopatia, la microangiopatia o la activacién plaquetaria. La presente invencién
se beneficia de las hormonas cardiacas, los marcadores de angiogénicos y los marcadores para la activacién plaquetaria
como los marcadores bioquimicos o moleculares.
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En un primer aspecto de la presente invencion, se ha observado que las hormonas cardfacas, particularmente el NT-
proBNP, como marcadores bioquimicos o moleculares son altamente indicativas de complicaciones cardiovasculares,
especialmente de enfermedades cardiovasculares, en pacientes diabéticos.

Los pacientes que padecen una cardiopatia pueden ser pacientes con angina de pecho estable (APE) y pacientes
con sindrome coronario agudo (SCA). Los pacientes con SCA pueden presentar angina de pecho inestable (API) o han
padecido anteriormente un infarto de miocardio (IM). El IM puede ser con elevacién del segmento ST o sin elevacion
del segmento ST. El acontecimiento de un IM puede proseguir con una disfuncién del ventriculo izquierdo (DVI).
Finalmente, los pacientes con DVI experimentan insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) con una tasa de mortalidad
de aproximadamente un 15%.

Las cardiopatias se han clasificado mediante un sistema de clasificacién funcional segin la New York Heart As-
sociation (NYHA). Los pacientes de clase I no tienen sintomas evidentes de cardiopatia. La actividad fisica no se
encuentra limitada, la actividad fisica normal no causa un cansancio excesivo, palpitaciones, o disnea (dificultad para
respirar). Los pacientes de clase II presentan una ligera limitacion de la actividad fisica. Estos pacientes se encuentran
bien en reposo, pero la actividad fisica normal provoca cansancio, palpitaciones o disnea. Los pacientes de clase 111
muestran una limitacién acusada de la actividad fisica. Se encuentran bien en reposo, pero una actividad fisica inferior
a la normal les provoca cansancio, palpitaciones o disnea. Los pacientes de clase IV no pueden realizar ningiin tipo de
actividad fisica sin experimentar molestias. Estos muestran sintomas de insuficiencia cardiaca en reposo y si se realiza
cualquier actividad fisica las molestias aumentan.

Por consiguiente, los pacientes pueden dividirse entre individuos asintomaticos y sintomaticos (por ejemplo, dis-
nea).

Otra caracteristica de las cardiopatias puede ser “la fraccién de eyeccion del ventriculo izquierdo” (FEVI), conocida
también como “fraccién de eyeccién”. Las personas con un corazén sano tienen un FEVI normal, que se define
generalmente como un valor superior al 50%. La mayoria de los pacientes con una cardiopatia sistélica sintomatica
tienen generalmente un valor de la FEVI del 40% o inferior. Como consecuencia de una FEVI disminuida, pueden
surgir complicaciones secundarias, por ejemplo congestién pulmonar o pulmén congestionado.

La cardiopatia puede ser también el resultado de una macroangiopatia diabética. La macroangiopatia diabética
es similar a la arteriosclerosis de un paciente no diabético. Sin embargo, es mds intensa y se manifiesta antes y con
mas frecuencia. Consecuentemente, “la cardiopatia” de acuerdo con la presente invencién se refiere también a la
macroangiopatia diabética.

En el contexto de la presente invencion, “la cardiopatia” hace referencia particularmente a la cardiopatia coronaria,
SAP, SCA, API, UAP, IM, IM con elevacion del segmento ST, IM sin elevacién del segmento ST, DVI, o ICC.

Mas particularmente, “cardiopatia” se refiere a la SCA, la API, el IM, el IM con elevacion del segmento ST, el IM
sin elevacién del segmento ST, la DVI, o la ICC.

Una cardiopatia de acuerdo con la presente invencién puede provocar sintomas, particularmente sintomas de clase
IT a IV segtn la clasificacion establecida por la NYHA, mds particularmente de acuerdo con las clases III-IV segin la
NYHA.

Una cardiopatia puede estar asociada a una FEVI del 40% o inferior.

Una cardiopatia puede estar “compensada” o “descompensada”. El término compensada significa que el aporte
regular de oxigeno que el cuerpo necesita puede satisfacerse, mientras que “compensada” significa que no se puede
satisfacer la necesidad de un aporte regular de oxigeno.

Las hormonas cardiacas de acuerdo con la presente invencién comprenden los péptidos natriuréticos y la uroten-
sina. Particularmente, las hormonas cardiacas de acuerdo con la presente invencion son péptidos natriuréticos. En el
contexto de la presente invencion, se ha considerado obtener el maximo beneficio de las combinaciones de cualquiera
de las hormonas cardiacas o péptidos natriuréticos como marcadores bioquimicos.

Los péptidos natriuréticos de acuerdo con la presente invencién comprenden los péptidos de tipo ANP y BNP
y variantes de éstos (véase, por ejemplo Bonow, R.O. (1996). New insights into the cardiac natriuretic peptides.
Circulation 93: 1946-1950).

Los péptidos de tipo ANP comprenden los pre-proANP, los proANP, los NT-proANP, y los ANP. Los péptidos de
tipo BNP comprenden los pre-proBNP, los proBNP, los NT-proBNP, y los BNP.

Los péptidos pre-pro (134 aminodcidos en el caso del pre-proBNP) estdn formados de un péptido sefial pequefio
que libera el pro-péptido mediante escision enzimdtica (108 aminodcidos en el caso del proBNP). El propéptido se
escinde y da lugar a un propéptido N-terminal (NT-propéptido, 76 aminoacidos en el caso del NT-proBNP) y la
hormona activa (32 aminoacidos en el caso del BNP, 28 aminoacidos en el caso del ANP).
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Los péptidos natriuréticos preferidos de acuerdo con la presente invencidn son el NT-proANP, el ANP, el NT-
proBNP, el BNP, y los variantes de éstos. La ANP y la BNP son las hormonas activas y tienen una semivida mds corta
que sus respectivos equivalentes inactivos, NT-proANP y NT-proBNP. Por lo tanto, segin el momento que interese
del transcurso de una enfermedad, cualquiera de las determinaciones cuantitativas de la forma activa o inactiva pueden
ser beneficiosas. Los péptidos natriuréticos preferidos de acuerdo con la presente invencién son los péptidos de tipo
BNP y las variantes de éstos, particularmente los NT-proBNP y variantes de éstos.

El término “variantes” en este contexto se refiere a los péptidos que son sustancialmente similares a dichos pépti-
dos. El término “sustancialmente similar” es bien conocido por los expertos en la materia. En particular, una variante
puede ser una isoforma o alelo que presente intercambios en los aminodcidos en comparacién a la secuencia de
aminodcidos de la isoforma del péptido con mayor prevalencia en la poblacién humana. Preferiblemente, tal pépti-
do sustancialmente similar tiene una homologia con la isoforma de mayor prevalencia del péptido de al menos un
80%, preferiblemente de al menos un 85%, mds preferiblemente como minimo de un 90%, y como opcién de ma-
yor preferencia como minimo de un 95%. Los productos de degradacion proteolitica que aun son reconocidos por
los medios diagnésticos o por ligandos dirigidos contra los respectivos péptidos completos son también considerados
sustancialmente similares.

Se conocen ejemplos de variantes, por ejemplo variantes de los NT-proANP y NT-proBNP, y se han descrito
métodos para su determinacion cuantitativa (Ala-Kopsala, M., Magga, J., Peuhkurinen, K. et al. (2004): Molecular
heterogeneity has a major impact on the measurement of circulating N-terminal fragments of A-type and B-type
natriuretic peptides. Clinical Chemistry, vol. 50(9), 1576-1588).

El término “variante” hace referencia también a los péptidos modificados tras la traduccién tales como los péptidos
glucosilados o fosforilados. Una “variante” es también un péptido que ha sido modificado después de la obtencion de la
muestra, por ejemplo por unién covalente o no covalente de un marcador con el péptido, particularmente un marcador
radioactivo o fluorescente. El término “variante” incluye también variante(s) obtenidas por empalme.

En otro modo de realizacién de la invencion, la presente invencion hace referencia a la determinacién cuantitativa
del nivel de una hormona cardiaca y ademds determinar el nivel de un marcador angiogénico y / o un marcador de
la activacion plaquetaria. Los marcadores angiogénicos y los marcadores de la activacién plaquetaria pertenecen al
grupo de “marcadores asociados a la inflamacién”. Los marcadores asociados a la inflamacién son marcadores que
indican estados fisiopatoldgicos que estdn asociados con la inflamacién Los marcadores asociados a la inflamacién de
acuerdo con la presente invencién no incluyen la CRP, la hsCRP, la IL-6, o variantes de la CRP, la hsCRP, o la IL-6.

La presente invencion también hace referencia ademas a la determinacién del nivel de un marcador angiogénico pa-
ra el diagnéstico de una complicacion cardiovascular en un paciente diabético, mas particularmente para el diagndstico
de un estado fisiopatoldgico asociado a inflamacién, y mas particularmente ain para el diagnéstico de microangiopatia.

Por lo tanto, la presente invencidn también permite el diagnéstico de la “microangiopatia”. La microangiopatia es
una consecuencia frecuente de la diabetes y se conoce también como microangiopatia diabética. La microangiopatia
se manifiesta principalmente en el rifidén y en la retina. La microangiopatia del rifién puede conducir a una nefropatia
diabética que se caracteriza por la presencia de proteinuria (aumento de la excrecién de albimina por via urinaria), hi-
pertonia, e insuficiencia renal progresiva debida a glomeruloesclerosis. La microangiopatia de la retina puede producir
finalmente la proliferacién de vasos sanguineos en la retina, hemorragias retinianas, y ceguera. Otra consecuencia de
la microangiopatia es la hipoxia de las extremidades (normalmente conocida como “pie diabético”) y puede producir
una gangrena que puede precisar la amputacién de la extremidad.

Por lo tanto, los marcadores angiogénicos permiten también el diagnéstico de la nefropatia diabética, del dafio en
la retina debido a la diabetes, o la hipoxia de las extremidades.

Los marcadores angiogénicos preferidos son el PIGF (factor de crecimiento placentario), VEGF (factor de creci-
miento vascular endotelial), sFIt1 (tirosina quinasa 1 soluble de tipo fms) y variantes de éstos. El marcador angiogénico
preferido es el PIGF y variantes de éste. El término “variantes” se entiende como se define anteriormente en estas es-
pecificaciones.

El término “variante” en el presente contexto pretende también hacer referencia a las variantes obtenidas por
empalme. Por ejemplo, unas variantes conocidas del PIGF obtenidas por empalme son el P1GF-1 (149 amino4cidos),
el PIGF-2 (170 aminodcidos) y el PIGF-3 (221 aminodcidos) (véase por ejemplo Cai, J., Ahmad, S., Jiang, W.G.,
Huang, J., et al. (2003). Activation of Vascular Endothelial Growth Factor Recepto-1 Sustains Angiogenesis and Bcl-
2 Expression via the Phosphatidylinositol 3-Kinase Pathway in Endothelial Cells. Diabetes, vol. 52, pp.2959-2968).

Por lo tanto, la presente invencién hace referencia también a la determinacién del nivel de un marcador de acti-
vacion plaquetaria para el diagnéstico de una complicacién cardiovascular, mds particularmente para el diagndstico
de un estado fisiopatolégico asociado con la inflamacién y mas particularmente para el diagndstico de la activacién
plaquetaria.

Por lo tanto, la presente invencion hace referencia también al diagndstico de la “activacion plaquetaria”. De acuerdo
con la presente invencidn, la “activacion plaquetaria” hace referencia a cualquier acontecimiento trombdtico, que
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incluye la activacién plaquetaria, la agregacion plaquetaria, formacioén de trombos, y la propagacién de trombos. Estos
mecanismos bioldgicos son representativos del riesgo de que una placa que sea vulnerable se rompa, dando lugar a
una oclusién vascular reversible (OVR) o una oclusién vascular irreversible (OVI) que puede producir una disfuncién
del ventriculo izquierdo (DVI), insuficiencia cardiaca congestiva (ICC) y la muerte.

Por lo tanto, los marcadores de la activacion plaquetaria permiten también el diagndstico de la agregacién plaque-
taria, de la formacién de trombos, de la propagacién de los trombos, del riesgo de que una placa que sea vulnerable se
rompa, de la OVR y de la OVL

Los marcadores preferidos para la activacién plaquetaria son el SCD40L (ligando soluble de CD40), el vWF (Factor
de von Willebrand), y variantes de éstos. El marcador preferido para la activacion plaquetaria es el CD40L y variantes
de éste. El término “variantes” debe entenderse como se define anteriormente en esta especificacion.

El sCD40L (y sus variantes) pueden estar “libres” o encontrarse unidos a trombocitos. Si se determina cuantita-
tivamente el SCD40L en el plasma sanguineo, se cuantifican el SCD40L libres y el sCD40L unido a trombocitos. Si
se determina cuantitativamente el sSCD40L en el plasma sanguineo, Unicamente se cuantifica el SCD40L “libre”. De
acuerdo con la presente invencion se prefiere la determinacion del nivel de sSCD40L libre.

Preferiblemente, los marcador(es) angiogénicos y / o los marcador(es) de la activacién plaquetaria son determi-
nados cuantitativamente junto con las hormonas cardiacas. La cuantificacién de los diferentes tipos de marcadores
puede ayudar a confirmar el diagndstico de una complicacién cardiovascular y permite subclasificar esta complicacién
cardiovascular en una cardiopatia, una microangiopatia, o se caracteriza por una activacion plaquetaria.

Por lo tanto, la presente invencién y sus diferentes modos de realizacién no sélo permiten diagnosticar una com-
plicacion cardiovascular, sino que también permiten la subclasificacién de si dicha complicacién cardiovascular se
refiere principalmente a una cardiopatia, una microangiopatia o a una activacién plaquetaria.

Los expertos en la materia son conocedores de que la “cardiopatia”, la “microangiopatia”, y la “activacién plaque-
taria” son enfermedades que no son completamente independientes, sino que estan interrelacionadas. Por ejemplo, la
activacion plaquetaria puede dar lugar finalmente a una oclusién arterial y a una cardiopatia. Por lo tanto, la presente
invencién hace referencia al diagndstico de las caracteristicas principales y / o la clasificacién de la gravedad de una
complicacién cardiovascular.

Los métodos de la presente invencién pueden también estar acompafiados de la determinacidn cuantitativa de uno
o varios marcadores seleccionados del grupo formado por la CRP, la hsCRP, la IL-6, o sus variantes respectivas,
la glucosa, la HbAlc, la CML (N.sup.[Epsilon]-(carboximetil)lisina) y los AGE (productos finales de glucosidacién
avanzada).

La CRP (proteina C reactiva), la hsCRP (proteina C reactiva de alta sensibilidad), la IL-6 (interleucina 6), y sus
variantes respectivas indican la presencia de inflamacion en general. Los niveles elevados de estos marcadores en el
plasma sanguineo son también indicativos de procesos inflamatorios en el sistema cardiovascular. Por lo tanto, los
niveles elevados de estos marcadores son indicativos de la presencia o del riesgo de una complicacion cardiovascular.
Por lo tanto, la determinacién cuantitativa de la CRP, la hsCRP, la IL-6, o de su variante respectiva pueden utilizarse
en combinacidn con otros marcadores para el diagndstico de una complicacién cardiovascular o el riesgo de presentar
una complicacién cardiovascular, de acuerdo con la presente invencion.

Los niveles elevados de glucosa, HbAlc, AGEs, o CML indican principalmente que el paciente precisa un control
de la glucemia mds estricto.

La determinacién de la glucemia se lleva a cabo sistemdticamente para determinar el nivel de glucosa en sangre en
los pacientes diabéticos.

La informacion acerca del control de la glucemia a medio o largo plazo puede obtenerse mediante la determinacién
cuantitativa de la HbAlc, la CML, o los AGE.

La HbAlc es una forma glucosilada de hemoglobina. Cuanto menor sea el nivel de HbAlc, mejor serd la glucemia
del paciente diabético controlado.

El producto de glucoxidacién CML (N.sup.[Epsilon]-(carboximetil)lisina) procede de la incubacién a largo plazo
de proteinas con glucosa. De forma similar a la HbAlc, un nivel bajo de CML indica un buen control de la glucemia
en el pacientes diabético.

Los AGE (productos finales de glucosidacién avanzada) proceden también de incubacién a largo plazo de proteinas
con glucosa. De forma similar a la HbAlc y la CML, un nivel bajo de AGE indica un buen control de la glucemia en el
paciente diabético. Ademads, se ha propuesto que niveles elevados de AGE estdn asociados a la cardiopatia coronaria
en pacientes con diabetes de tipo 2 (Kilhovd, B.K., et al. (1999). Serum levels of Advanced Glycation End Products
are Increased in Patients with type 2 Diabetes and Coronary Heart Disease. Diabetes Care, vol. 22(9), p.1543-1548).
Por lo tanto, la determinacién cuantitativa de los AGE puede ser utilizada en combinacién con otros marcadores para el
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diagnéstico de complicaciones cardiovasculares o del riesgo de padecer una complicacién cardiovascular, de acuerdo
con la presente invencion.

Ademéds, los métodos de la presente invencidon pueden también acompafiarse de la determinacién cuantitativa de
uno o varios marcadores escogidos del grupo de marcadores formado por la proteina A plasmadtica asociada al emba-
razo (PAPP-A), la IL-8, la IL-10, la interleucina-18 (IL-18/IL-18b), la albimina modificada por la isquemia (IMA),
la troponina cardiaca I (cTnl), la troponina cardiaca T (cTnT), la ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular 1), la
VCAM-1 (molécula 1 de adhesion vascular), la proteina de unién de 4cidos grasos (FABP), la E-selectina, la P-selec-
tina, el fibrindgeno, el amiloide A sérico (SAA), la CK-MB (creatincinasa de musculo-cerebro), la MPO (mielopero-
xidasa), la LpPLA?2 (fosfolipasa A2 asociada a lipoproteinas), la GP-BB (isoenzima BB de la glucégeno fosforilasa),
la ILIRA, el TAFI (Inhibidor de la fibrindlisis activado por trombina), la fibrina soluble, los anti-oxLDL (anticuerpos
contra lipoproteina de baja densidad oxidada), la MCP-1 (proteina 1 quimioatractiva de los monocitos), el TF (factor
tisular procoagulante), la MMP-9 (metaloproteinasa 9 de la matriz), la Ang-2 (angiopoyetina-2), el bFGF (factor de
crecimiento fibroblastico basico), las VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) y el PAI-1 (inhibidor del activador
del plasminégeno de tipo 1).

El método, de acuerdo con la presente invencidn, comprende la fase de determinacién del riesgo del paciente
mediante comparacién entre los niveles determinados con niveles conocidos (niveles de referencia) asociados con
diferentes grados de riesgo del paciente.

Los expertos en la materia son capaces de determinar niveles conocidos de marcadores que estdn asociados a
la “presencia” o el “riesgo” de desarrollar una complicacion cardiovascular, particularmente una cardiopatia, una
microangiopatia y / o una activacién plaquetaria. Tales niveles pueden determinarse de acuerdo con métodos bien
conocidos, como se expone en los Ejemplos 1 y 2 o Fig. 1 a 5. Por ejemplo, la media de los niveles determinados en
una poblacién de pacientes, particularmente pacientes diabéticos, puede ser ttil para distinguir entre un paciente que
no presenta complicaciones cardiovasculares y un paciente que sufre una complicacion cardiovascular o tiene riesgo
de padecerla. Evaluar los niveles en otros pacientes, por ejemplo, en estudios de cohortes, puede ayudar a concretar
los niveles de referencia y a distinguir entre diferentes niveles de gravedad de la complicacién o diferentes grados de
riesgo como “muy elevado” o “extremadamente elevado”.

De acuerdo con la presente invencion, el término “presencia” en el contexto hace referencia a la probabilidad
de que una complicacién cardiovascular se encuentre presente en un paciente en concreto. El término “riesgo” hace
referencia a la probabilidad de que una complicacién cardiovascular se desarrolle en un paciente en concreto en
el futuro. La “ausencia de riesgo” significa que no existe aparentemente un riesgo de desarrollar una complicacién
cardiovascular en el futuro.

Las concentraciones de referencia que se exponen mas abajo pueden utilizarse tinicamente como pautas iniciales
para el determinar el riesgo de un paciente. Por ejemplo, el riesgo de un paciente en concreto depende también de la
capacidad extra de bombeo del corazén que posea este paciente en particular.

Ademds, los expertos en la materia podrdn obtener otros niveles de referencia a partir de los Ejemplos que se
muestran mds abajo.

El valor de un nivel de referencia puede depender también de la sensibilidad o especificidad del diagndstico que
se deseen obtener. Cuanto mayor sea la sensibilidad que se desee obtener, menor serd la especificidad del diagndstico
y vice versa. Por ejemplo, un nivel de referencia mas elevado del NT-proBNP aumentara la especificidad, pero puede
resultar en una pérdida de sensibilidad de la determinacién de la presencia o del riesgo de padecer una complicacién
cardiovascular.

Normalmente, un nivel plasmatico de NT-proBNP inferior a 33 pg / ml, particularmente inferior a 20 pg / ml,
y mads particularmente inferior a 15 pg / ml, estd asociado con la ausencia de riesgo de padecer una complicacién
cardiovascular.

Normalmente, un nivel plasmético de NT-proBNP superior a 33 pg / ml, particularmente superior a 125 pg/ ml, y
mas particularmente superior a 500 pg / ml, estd asociado con un riesgo de padecer una complicacion cardiovascular.

Cuanto mayor sea el nivel de NT-proBNP determinado, mayor serd el riesgo del paciente. Por ejemplo, un nivel su-
perior a 1000 pg / ml indica un riesgo muy elevado, y un nivel superior a 5000 pg / ml indica un riesgo extremadamente
alto.

Normalmente, un nivel plasmatico de P1GF inferior a 10 pg / ml y particularmente inferior a 5 pg / ml, esta
asociado a la ausencia de riesgo de padecer una complicacion cardiovascular.

Normalmente, un nivel plasmatico de P1GF superior a 10 pg / ml, particularmente superior a 15 pg / ml y mas
particularmente superior a 20 pg / ml, estd asociado con un riesgo de padecer una complicacién cardiovascular.

Cuanto mayor sea el nivel de PIGF determinado, mayor serd el riesgo del paciente. Por ejemplo, un nivel superior
a 25 pg / ml indica un riesgo muy elevado, y un nivel superior a 30 pg / ml indica un riesgo extremadamente elevado.
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Una vez se han determinado la presencia o el riesgo, éstos pueden influir en el tratamiento posterior como se
describe més abajo. Particularmente, la presente invencién permite individualizar el tratamiento de acuerdo con la
caracteristica o manifestacién principal de la diabetes. Por lo tanto, la presente invencién hace referencia también
a los métodos de tratamiento. “Tratamiento” en este contexto se refiere a cualquier tratamiento que pueda alterar
el estado fisiopatoldgico de un individuo e incluye, por ejemplo, la administraciéon de medicamentos, asi como los
procedimientos quirdrgicos.

Si un método de acuerdo con la presente invencién indica ausencia de riesgo, entonces el tratamiento puede prose-
guir como se establecid.

Si un método de acuerdo con la presente invencién indica un riesgo, entonces el tratamiento puede modificar-
se. Preferentemente, el tratamiento debe ser acompafiado de la determinacién del nivel de otros marcadores de la
invencion y de otras técnicas de diagndstico como la electrocardiografia, la ecocardiografia, o de cualquier otro mé-
todo adecuado conocido por los expertos en la materia. Ademads, la adaptacién del tratamiento puede incluir medidas
como la reduccién del consumo de sal, el ejercicio fisico moderado y regular, evitar los antiinflamatorios no este-
roideos, proporcionar la vacuna contra la gripe y la vacuna antineumocdcica, el tratamiento quirdrgico (por ejemplo
la revascularizacion, la dilatacién con globo, la endoprétesis vascular, la revascularizacion quirdrgica), la administra-
cién de medicamentos como los diuréticos (incluye la administracién conjunta de varios diuréticos), los inhibidores
de la ECA (enzima convertidora de angiotensina), los bloqueadores adrenérgicos 3, los antagonistas de la aldos-
terona, los antagonistas del calcio (bloqueadores de los canales de calcio), los bloqueadores de los receptores de
angiotensina, los digitélicos, y cualquier otra medida conocida y que se considere apropiada por los expertos en la
materia.

Si un método de acuerdo con la presente invencidn indica que la complicacidn cardiovascular es una cardiopatia,
entonces el tratamiento se centrard en un tratamiento para el corazén, particularmente en la administracién de inhi-
bidores de la ECA y bloqueadores adrenérgicos 8. Ademads, serd aconsejable evitar medicamentos cardiotdxicos y
el aumento de la volemia. El tratamiento de revascularizacion (por ejemplo la PCTI (intervencidn terapéutica percu-
tdnea), la dilatacién con globo, la endoprétesis vascular, la cirugia de revascularizacion) pueden contemplarse tam-
bién.

Los expertos en la materia son conocedores de los inhibidores de la ECA. Algunos ejemplos son los siguientes: el
benazepril, el captopril, el cilazapril, el enalapril, el fosinopril, el lisinopril, el moexipril, el perindopril, el quinapril,
el ramipril, el espirapril, y el trandolapril.

Los inhibidores de la ECA pueden conseguir también que se retrase la evolucion de la nefropatia diabética.

Los expertos en la materia son conocedores de los bloqueadores adrenérgicos S8 (no selectivos y selectivos para los
receptores S1). Algunos ejemplos son los siguientes: el acebutolol, el alprenolol, el atenolol, el betaxolol, el bisopro-
lol, el bupranolol, el carazolol, el carteolol, el carvedilol, el celiprolol, el metipranolol, el metoprolol, el nadolol, el
nebivolol, el oxprenolol, el penbutolol, el pindolol, el propanolol, el sotalol, el tanilolol, y el timolol.

La “medicacién cardiotéxica” en este contexto se refiere particularmente a la administracién de medicamentos que
pueden provocar un aumento de la volemia, por ejemplo las tiazolidinedionas, por ejemplo la glitazona, mediona, la
pioglitazona, la rosiglitazona, la troglitazona.

Si un método de acuerdo con la presente invencién indica que la complicacién cardiovascular es una microangio-
patia, entonces el tratamiento se centrard en la administraciéon de medicamentos “hipolipemiantes” (por ejemplo las
estatinas) y / o antiinflamatorios. La administracién de inhibidores o antagonistas de los receptores de la glucoproteina
IIb / IlIa de las plaquetas pueden contemplarse.

Los expertos en la materia son conocedores de los medicamentos hipolipemiantes. Algunos ejemplos incluyen los
fibratos (por ejemplo el bezofibrato,.el clofibrato, el etofibrato, el clofibrato de etofilina, el fenofibrato, el gemfibrozilo),
el 4cido nicotinico y los andlogos de éstos (por ejemplo del acido nicotinico, el acipimox), las estatinas (por ejemplo, la
simvastatina, la lovastatina, la pravastatina, la fluvastatina, la atorvastatina, la cerivastatina), las resinas de intercambio
aniénico (por ejemplo la colestiramina, el colestipol), el probucol, y el sitosterol. Las estatinas son los medicamentos
hipolipemiantes de eleccién en el presente contexto.

Es importante sefialar que muchos medicamentos hipolipemiantes, particularmente las estatinas, ejercen también
un efecto antiinflamatorio, que los convierte en medicamentos muy adecuados para el tratamiento de la microangio-
patia o la activacién plaquetaria.

Los expertos en la materia son conocedores de los inhibidores o antagonistas de los receptores de la glucoproteina
IIb / la de las plaquetas. Los ejemplos incluyen los anticuerpos monoclonales o los policlonales, el tirofiban, la
eptifibatida, y similares. En una modalidad preferida de la presente invencidn, el inhibidor de los receptores de la
glucoproteina IIb / Illa de las plaquetas es un anticuerpo, concretamente el anticuerpo conocido bajo el nombre de
abciximab. El abciximab es un fragmento Fab de anticuerpo que se encuentra disponible con el nombre ReoPro
comercializado por Centocor Europe BV.
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Si un método de acuerdo con la presente invencion indica que la complicacion cardiovascular es una activacion
plaquetaria, entonces el tratamiento se centrard en la administracion de inhibidores de la agregacién plaquetaria y de
hipolipemiantes (por ejemplo las estatinas).

Los expertos en la materia son conocedores de los inhibidores de la agregacién plaquetaria e incluyen cualquier
medicamento capaz de inhibir la agregacion de los trombocitos (plaquetas). Algunos ejemplos son los inhibidores de la
ciclooxigenasa, particularmente la COX-1 (por ejemplo el 4cido acetilsalicilico); inhibidores de la ADP (que inhiben
la unién de la adenosina fosfato a sus receptores en los trombocitos, por ejemplo, la ticlopidina o el clopidogrel);
inhibidores o antagonistas de los receptores de la glucoproteina IIb / Illa de las plaquetas (véase mds arriba); el
dipiridamol; la sulfinpirazona; el dextran 40.

Si un método de acuerdo con la presente invencion indica que la glucemia no estd suficientemente controlada,
entonces el paciente serd tratado de acuerdo con cualquier método para el control de la glucemia conocido y que se
considere apropiado en la cuestién. Los ejemplos incluyen la administracién de formacos que aumenten la captacién de
la glucosa que se encuentra en la sangre por los tejidos diana o mediante la administracién de formacos que estimulen
la liberacidén de insulina en las células beta pancredticas. Los ejemplos para estos fairmacos tan conocidos incluyen la
insulina y las tiazolidinedionas.

Como se ha mencionado anteriormente, la diabetes puede manifestarse de diferentes formas. El término manifes-
tacion significa que la enfermedad se detecta de manera evidente debido a una complicacién o caracteristica concreta,
por ejemplo, una complicacién cardiovascular, una cardiopatia, una microangiopatia, la activacién plaquetaria, la in-
flamacidn, o el control insuficiente de la glucemia. Debido a las diferencias interindividuales, tales como diferencias
genéticas, estilos de vida distintos (por ejemplo el consumo excesivo de alcohol o de nicotina, la ausencia de ejercicio
fisico), o unos antecedentes de la enfermedad diferentes, la diabetes puede manifestarse a través de complicaciones
o caracteristicas diferentes en cada paciente. Por ejemplo, un paciente en particular puede padecer una cardiopatia,
mientras que otro paciente puede desarrollar una microangiopatia o una nefropatia diabética. En otro ejemplo, un
paciente en el que la glucemia no esté suficientemente controlada puede que no padezca una microangiopatia ya que
el paciente no ha presentado diabetes durante mucho tiempo, mientras que un paciente que ha sido diabético durante
muchos afios puede presentar una microangiopatia aunque mantenga su glucemia relativamente bien controlada.

Por lo tanto, el método de acuerdo con la presente invencién puede comprender el diagndstico de una manifesta-
cién de la diabetes, particularmente la manifestacion principal, que pertenezca al grupo formado por la complicacién
cardiovascular, la cardiopatia, la microangiopatfa, la activacion plaquetaria, la inflamacién y el control insuficiente de
la glucemia.

Consecuentemente, es obvio que la invencion estd relacionada también con un método para determinar las ma-
nifestaciones, particularmente la manifestacién principal de la diabetes en un paciente, y comprende las siguientes
fases:

a) Determinacién del nivel de al menos una hormona cardiaca o una variante de éstas en una muestra obtenida del
paciente, preferiblemente in vitro, y

b) Preferiblemente, determinar ademads el nivel de al menos un marcador angiogénico o una variante de éstos en
una muestra obtenida del paciente, y

c¢) Preferiblemente, determinar ademads el nivel de al menos un marcador de activacién plaquetaria o una variante
de éstos en una muestra obtenida del paciente, y

d) Preferiblemente, determinar ademads el nivel de al menos un marcador seleccionado del grupo formado por la
CRP, 1a hsCRP, la IL-6, o una variante de éstos, en una muestra obtenida del paciente, y

e) Preferiblemente, determinar ademds el nivel de al menos un marcador seleccionado del grupo formado por la
glucosa, la HbAlc, la CML, y los AGE, en una muestra obtenida del paciente, y

f) Diagnosticar la manifestacién mediante la comparacién entre los niveles determinados y los niveles conocidos
asociados con la manifestacion, en la que:

g) Los niveles del marcador(es) de acuerdo con la fase a) a la ¢) son indicativos de que la manifestacion se trata de
una complicacién cardiovascular o del riesgo de padecer una complicacién cardiovascular, y

h) Los niveles de marcador(es) de acuerdo con la fase a) son indicativos de que la manifestacion se trata de una
cardiopatia o del riesgo de padecer una cardiopatia, y

i) Los niveles de marcador(es) de acuerdo con la fase b) son indicativos de que la manifestacion se trata de una
microangiopatia o del riesgo de padecer una microangiopatia, y

k) Los niveles de marcador(es) de acuerdo con la fase c) son indicativos de que la manifestacion se trata de una
activacion plaquetaria o del riesgo de padecer una activacién plaquetaria, y
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1) Los niveles de marcador(es) de acuerdo con la fase d) son indicativos de que la manifestacién se trata de una
inflamacidn o del riesgo de padecer una inflamacién, y

m) Los niveles de marcador(es) de acuerdo con la fase e) son indicativos de que la manifestacion se trata de un
control insuficiente de la glucemia.

Como se menciona anteriormente, el nivel de marcador(es) de acuerdo con la fase b) es ademads indicativo de que
la manifestacion se trata de una nefropatia diabética, del dafio en la retina, de la hipoxia de las extremidades, o del
riesgo de padecer una nefropatia diabética, dafio en la retina o hipoxia de las extremidades.

De nuevo, como se ha mencionado anteriormente, el nivel de marcador(es) de acuerdo con la fase ¢) es ademas
indicativo de que la manifestacion se trata de agregacion plaquetaria, de la formacion de un trombo, de la propagacién
de un trombo, del riesgo de que una placa que sea vulnerable se rompa, de presentar una OVR, de presentar una OVI,
o del riesgo de padecer agregacion plaquetaria, la formacién de un trombo, la propagacién de un trombo, del riesgo de
que una placa que sea vulnerable se rompa, de presentar OVR, o de presentar OVI.

La determinacién serd mejor cuantos mds marcadores adicionales se determinen cuantitativamente de acuerdo con
las fases preferidas de la b) a la ) del método mencionado.

La presente invencién no esta relacionada solamente con los métodos de diagnéstico, sino también con la utilidad
de los marcadores para el diagndstico de acuerdo con la presente invencion.

El diagnéstico, de acuerdo con la presente invencion, se realiza preferiblemente mediante medios diagnésticos. Un
medio diagnéstico es cualquier medio que permita determinar el nivel, cantidad o concentracién de la sustancia que
interesa, particularmente un péptido o polipéptido.

Los péptidos o polipéptidos que interesan de acuerdo con la presente invencion son los marcadores bioquimicos
que se han descrito en estas especificaciones.

Los expertos en la materia son conocedores de los métodos y medios de diagndstico que pueden utilizarse para
determinar los niveles de los respectivos péptidos. Estos métodos incluyen métodos basados en ELISA en micro-
placa, inmunoanélisis completamente automatizados o robotizados (disponibles en el mercado, por ejemplo, como
analizadores Elecsys ), CBA (ensayo enzimatico de union a cobalto, disponibles en el mercado, por ejemplo, como
los analizadores Roche-Hitachi' ') y ensayos de aglutinacion de particulas de litex (disponibles en el mercado, por
ejemplo, como analizadores Roche-Hitachi ).

Ademds, los expertos en la materia estan familiarizados con diferentes métodos de cuantificacién del nivel de un
péptido o polipéptido. El término “nivel” se refiere a la cantidad o concentracién de un péptido o polipéptido en un
paciente o una muestra obtenida del paciente.

El término “cuantificacion” o “determinacién cuantitativa” de acuerdo con la presente invencidn se refiere a la
determinacién de la cantidad o concentracidn, preferiblemente de manera semicuantitativa o cuantitativa, del acido
nucleico, el péptido, el polipéptido u otra substancia de interés. La determinacién cuantitativa puede realizarse direc-
tamente o indirectamente. La determinacidn cuantitativa indirecta incluye la cuantificacién de las respuestas celulares,
los ligandos de unién, los marcadores o de los productos de las reacciones enzimaéticas.

En el contexto de la presente invencidn, la cantidad también se refiere a la concentracion. Es obvio que la con-
centracién de la sustancia de interés puede calcularse a partir de la cantidad total de la sustancia en una muestra de
volumen conocido, y vice versa.

La determinacién cuantitativa puede realizarse de acuerdo con cualquier método conocido en la materia, tales
como las pruebas celulares, ensayos enziméaticos, o ensayos basados en la unién de ligandos. Los métodos preferidos
se describen a continuacion.

En otra modalidad preferida, el método para la determinacién de una concentracién de un péptido o polipéptido
de interés consta de las fases: (a) poner en contacto un péptido o un polipéptido con un sustrato adecuado durante un
periodo de tiempo adecuado, (b) determinar la cantidad de producto.

En otra modalidad preferida, el método para determinar la concentracién de un péptido o de un polipéptido de
interés consta de las fases siguientes: (a) poner en contacto un péptido o un polipéptido con un ligando de unién
especifico, (b) (opcionalmente) retirar el ligando libre, (c) determinar la cantidad de ligando unido.

Preferiblemente, el péptido o el polipéptido se encuentran en la muestra, particularmente una muestra de liquido
corporal o tejido, y se cuantifica la cantidad de péptido o de polipéptido en la muestra.

Los péptidos y los polipéptidos (proteinas) pueden cuantificarse en muestras de tejido, células y liquidos corporales,
es decir, preferiblemente in vitro. Preferiblemente, el péptido o el polipéptido de interés se cuantifican en una muestra
de liquido corporal.
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Una muestra de tejido, de acuerdo con la presente invencidn, hace referencia a cualquier tipo de tejido que se
obtiene del cuerpo de una persona o animal vivo o muerto. Las muestras de tejido pueden obtenerse mediante cualquier
método conocido por los expertos en la materia, por ejemplo, mediante biopsia o raspado.

Los liquidos corporales, de acuerdo con la presente invencion, pueden incluir la sangre, el suero sanguineo, el
plasma sanguineo, la linfa, el liquido cefalorraquideo, la saliva, el humor vitreo y la orina. Particularmente, los liqui-
dos corporales comprenden la sangre, el suero sanguineo, el plasma sanguineo, y la orina. Las muestras de fluidos
corporales pueden obtenerse mediante cualquier método conocido en la materia.

Preferiblemente, la muestra se trata de sangre, suero sanguineo o plasma sanguineo.

Si es necesario, las muestras pueden seguir manipuldndose. Particularmente, los dcidos nucleicos, los péptidos o
los polipéptidos pueden purificarse a partir de la muestra, de acuerdo con métodos conocidos en el &mbito, como los
métodos de filtracién, centrifugacion, o extraccion tales como la extraccién cloroformo/fenol.

Otros métodos preferidos para la determinacién cuantitativa pueden incluir determinar la cantidad de un ligando
de unién especifico para el péptido o el polipéptido de interés. La unién, de acuerdo con la presente invencion, incluye
uniones covalentes y no covalentes.

Un ligando, de acuerdo con la presente invencién, puede ser cualquier péptido, polipéptido, acido nucleico, u
otra sustancia que se una al péptido o polipéptido de interés. Es bien sabido que los péptidos o los polipéptidos, si
se obtienen o se purifican a partir del cuerpo humano o de un animal, pueden modificarse, por ejemplo, mediante
glucosilacién. Un ligando adecuado, puede unirse también al péptido o al polipéptido en tales sitios de union.

Preferiblemente, el ligando debe unirse especificamente al péptido o al polipéptido para determinarse cuantitativa-
mente. “Unidn especifica” significa que el ligando no debe basicamente unirse con otro péptido (“reaccidn cruzada”),
polipéptido o sustancia presente en la muestra investigada, de acuerdo con la presente invencién. Preferiblemente, la
proteina de unién especifica o isoforma es recomendable que se una con una afinidad de al menos 3 veces superior a
cualquier otro péptido o polipéptido relevante, mas preferiblemente al menos 10 veces superior y mds preferiblemente
atn al menos 50 veces superior

La unién no especifica puede tolerarse, particularmente si el péptido o polipéptido investigado puede todavia
distinguirse y cuantificarse inequivocamente, por ejemplo mediante separacion segin el tamafio (por ejemplo mediante
electroforesis), o mediante la cantidad relativamente alta en la muestra.

La unién del ligando puede cuantificarse mediante cualquier método conocido en la materia. Preferiblemente, el
método es semicuantitativo o cuantitativo. Los métodos adecuados se describen a continuacion.

Primero, la unién de un ligando puede cuantificarse directamente, por ejemplo mediante una RMN o una resonancia
de plasma superficial.

Segundo, si el ligando actda también como sustrato de una actividad enzimatica del péptido o polipéptido de in-
terés, puede cuantificarse el producto de una reaccién enzimdtica (por ejemplo, la cantidad de una proteasa puede
cuantificarse determinando la cantidad de sustrato escindido, por ejemplo mediante el método de transferencia Wes-
tern).

Preferiblemente, la cantidad de sustrato estd saturada en la determinacion cuantitativa de productos de reaccién
enzimatica. El sustrato puede estar también marcado con un marcador perceptible anteriormente a la reaccién. Preferi-
blemente, la muestra se pone en contacto con el sustrato durante un tiempo adecuado. Un tiempo adecuado se refiere al
tiempo necesario para que se produzca una cantidad perceptible de producto, que preferiblemente pueda cuantificarse.
En vez de determinar la cantidad de producto, puede determinarse el tiempo transcurrido necesario para la aparicién
de una cantidad de producto (perceptible, por ejemplo).

Tercero, el ligando puede acoplarse covalentemente o mediante uniones no covalentes a un marcador permitiendo
asf la deteccién y determinacién cuantitativa del ligando.

El marcaje puede realizarse por métodos directos o indirectos. El marcaje directo comprende el acoplamiento de
un marcador directamente al ligando (de forma covalente o no covalente). El marcado indirecto comprende uniones
(covalentes o no covalentes) de un ligando secundario al primer ligando. El ligando secundario tiene que unirse es-
pecificamente al primer ligando. Dicho ligando secundario puede acoplarse con un marcador adecuado y / o ser la
diana (receptor) del ligando terciario unido al ligando secundario. La utilizacién de ligandos secundarios, terciarios o
de incluso ligandos de orden superior sirve para aumentar la sefial. Los ligandos secundarios y de orden superior ade-
cuados incluyen los anticuerpos, los anticuerpos secundarios y el sistema consabido de estreptovidina-biotina (Vector
Laboratories, Inc.).

El ligando o sustrato puede también “etiquetarse” con una o varias etiquetas como se sabe en la materia. Dichas
etiquetas pueden actuar entonces como diana de ligandos de orden superior. Las etiquetas adecuadas incluyen la
biotina, la digoxigenina, la His-Tag, la glutation-S-transferasa, FLAG, la GFP, la myc-tag, la hemaglutinina del virus
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influenza A (HA), proteinas de unién a maltosa y similares. En el caso de un péptido o polipéptido, la etiqueta se aflade
preferiblemente en el extremo N-terminal y / o C-terminal.

Los marcadores adecuados son cualquier marcador perceptible mediante cualquier método apropiado de deteccidn.
Los marcadores tipicos incluyen particulas de oro, perlas de latex, ésteres de acridinio, luminol, rutenio, marcadores
enzimdticamente activos, marcadores radiactivos, marcadores magnéticos (por ejemplo “particulas magnéticas”, que
incluyen los marcadores paramagnéticos y superparamagnéticos), y marcadores. fluorescentes. Los marcadores enzi-
maticamente activos incluyen, por ejemplo, la peroxidasa de rabano picante, la fosfatasa alcalina, la beta-galactosidasa,
la luciferasa y derivados de éstos. Los sustratos adecuados para la deteccion incluyen la di-amino-benzidina (DAB), la
3,3’-5,5"-tetrametilbenzidina, el NBT-BCIP (cloruro de nitro azul de tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato, co-
mercializado por Roche Diagnostics como solucién madre preparada), CDP- Star' (Amersham Blosmences) ECF™
(Amersham Biosciences). Una combinacién enzima-sustrato puede resultar en un producto de reaccién coloreado, en
fluorescencia o en quimioluminiscencia, que pueden medirse de acuerdo con métodos conocidos en la materia (por
ejemplo utilizando una pelicula fotosensible o un equipo de cdmaras adecuado). Los criterios citados anteriormente
son aplicables de manera andloga para cuantificar la reaccidn enzimaética.

Marcadores fluorescentes tipicos incluyen las proteinas fluorescentes (tal como las GFP y sus derivados), Cy3,
Cy5, Texas Red, fluoresceina, y colorantes Alexa (por ejemplo Alexa 568). Otros marcadores fluorescentes estdn
comercializados por ejemplo, por Molecular Probes (Oregon). También se contempla el uso de puntos cudnticos como
marcadores fluorescentes.

Los marcadores radiactivos tipicos incluyen el *°S, el '%I, el P*, el P** y similares. Un marcador radiactivo puede
detectarse mediante cualquier método apropiado conocido, por ejemplo una pelicula fotosensible o un dispositivo por
imagen fosforescente.

Los métodos para la determinacién cuantitativa adecuados de acuerdo con la presente invencién también incluyen
la precipitacién (particularmente la inmunoprecipitacion), la electroquimioluminiscencia (quimioluminiscencia elec-
trogenerada), el RIA (radioinmunoandlisis), el ELISA (prueba de inmunoabsorcidén enzimética), el inmunoandlisis
enzimatico en sandwich, el inmunoanadlisis de quimioluminiscencia tipo sandwich (ECLIA), el fluoroinmunoanélisis
con disociacién aumentada por lantanidos (DELFIA), el ensayo de proximidad por centelleo (SPA), la turbidimetria, la
nefelometria, turbidimetria o nefelometria mejorada con latex, inmunoanélisis en fase sélida, y espectrometria de ma-
sas tales como SELDI-TOF, MALDI-TOF, o electroforesis capilar-espectrometria de masas (CE-MS). Otros métodos
conocidos en la materia (tales como la electroforesis en gel, electroforesis bidimensional en gel, electroforesis en gel
de poliacrilamida con SDS (SDSPAGE), método de transferencia de Western), pueden utilizarse s6lo o conjuntamente
con un marcado u otro método de detecciéon como se ha descrito anteriormente.

Los ligandos preferidos incluyen los anticuerpos, los dcidos nucleicos, los péptidos o los polipéptidos, y los ap-
témeros, por ejemplo aptémeros para acidos nucleicos o péptidos. Los métodos usados con tales ligandos son bien
conocidos en la materia. Por ejemplo, la identificacion y produccién de anticuerpos o aptomeros adecuados estd comer-
cializada también por proveedores. Los expertos en la materia estian familiarizados con los métodos para el desarrollo
de derivados de tales ligandos de alta afinidad y especificidad. Por ejemplo, pueden introducirse mutaciones aleatorias
en los 4dcidos nucleicos, los péptidos o los polipéptidos. Estos derivados pueden entonces ser sometidos a procedimien-
tos de cribado conocidos en la materia para evaluar su unién, por ejemplo, mediante expresion en fagos.

El término “anticuerpo” como se utiliza aqui incluye los anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como frag-
mentos de éstos, tales como los fragmentos Fv, Fab y F(ab), que tienen la capacidad de unirse a antigenos o haptenos.

En otra modalidad preferida, el ligando, preferiblemente escogido del grupo formado por los dcidos nucleicos, los
péptidos y los polipéptidos, y mds preferiblemente del grupo constituido por los dcidos nucleicos, los anticuerpos o
los aptémeros, se encuentra en una matriz.

Dicha matriz contiene al menos un ligando adicional, que puede ser dirigido contra un péptido, un polipéptido o un
acido nucleico de interés. Dicho ligando adicional puede también estar dirigido contra un péptido, un polipéptido o un
dcido nucleico sin interés especial en el contexto de la presente invencidn. Preferiblemente, los ligandos de al menos
3 péptidos o polipéptidos de interés en el contexto de la presente invencidn, preferiblemente al menos cinco péptidos
o polipéptidos de interés, y mds preferiblemente de al menos ocho péptidos o polipéptidos de interés, se encuentran
en la matriz.

De acuerdo con la presente invencion, el término “matriz” hace referencia a una fase sélida o portador de tipo gel
sobre el que al menos dos compuestos estin fijados o unidos en una disposicién unidimensional, bidimensional o tri-
dimensional. Tales matrices (que incluyen los “chips de genes”, los “chips de proteinas” las matrices de anticuerpos y
similares) son conocidas generalmente por los expertos en la materia y se elaboran normalmente sobre los portaobjetos
de vidrio del microscopio, especialmente sobre portaobjetos de vidrio recubiertos, tales como los portaobjetos recu-
biertos de polication, nitrocelulosa o biotina, los cubreobjetos, y membranas tales como las membranas constituidas
principalmente por nitrocelulosa o nilén, por ejemplo.

La matriz puede incluir un ligando de unién o al menos dos células que expresen cada una al menos un ligando.
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Se contempla también utilizar “matrices en suspensiéon” como las matrices de acuerdo con la presente invencion
(Nolan JP, Sklar LA. (2002). Suspension array technology: evolution of the flat-array paradigm. Trends Biotechnol. 20
(1):9-12). En tales matrices en suspension, el portador, por ejemplo las microperlas o las microesferas, se encuentran
presentes en la suspension. La matriz estd formada de diferentes microperlas o microesferas posiblemente marcadas,
que transportan diferentes ligandos.

La invencion hace referencia ademas a un método de elaboracién de matrices como se ha definido anteriormente,
en el que al menos un ligando se une al material transportador ademads de a otros ligandos.

Los métodos de produccion de tales matrices, por ejemplo basados en la quimica de fases sé6lidas y en los grupos
protectores labiles a la luz, son por lo general conocidos (US 5 744 305). Tales matrices pueden también ponerse en
contacto con sustancias o muestrarios de substancias y pueden someterse a pruebas para determinar interacciones, por
ejemplo para unién o cambio de conformacion. Por lo tanto, las matrices que constan de un péptido o un polipéptido
como se ha definido mds arriba pueden utilizarse para identificar ligandos que se unen especificamente a dichos
péptidos o polipéptidos.

Leyenda de las figuras

Fig. 1. Muestra una curva de Kaplan-Meier del tiempo que transcurre hasta el primer acontecimiento cardiovas-
cular en pacientes diabéticos de tipo 2 con concentraciones plasmaticas basales de NT-proBNP por debajo (linea
discontinua) o por encima de la mediana en toda la cohorte. El valor P calculado con el test de rangos logaritmicos.
Prop. w/o e., proporcién sin acontecimientos; t, tiempo (meses); NAR, nimero de pacientes con riesgo; bel. med.,
grupo por debajo de la mediana; ab. med., grupo por encima de la mediana.

Fig. 2. Muestra una curva de Kaplan-Meier del tiempo que transcurre desde la aparicion de la enfermedad cardio-
vascular o desde un primer ingreso en un hospital debido a insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes diabéticos
de tipo 2 con concentraciones plasmaticas basales de NT-proBNP por debajo (linea discontinua) o por encima de la
media en toda la cohorte. Valor P calculado con el test de log-rank. Prop. w/o e., proporcion sin acontecimientos; t,
tiempo (meses); NAR, nimero de pacientes con riesgo; bel. med., grupo por debajo de la mediana; ab. med., grupo
por encima de la mediana.

Fig. 3. Muestra los niveles plasmdticos medios de NT-proBNP durante el seguimiento en pacientes con concentra-
ciones plasmadticas de NT-proBNP por debajo o por encima de la media en una cohorte de 160 pacientes diabéticos
de tipo 2 en el estudio Steno-2. conc., concentracion; t, tiempo (afios); ab. med., grupo por encima de la mediana; bel.
med., grupo por debajo de la mediana.

Fig. 4. Muestra las curvas de Kaplan-Meier de todas las causas de mortalidad en pacientes con nefropatia diabética
y las concentraciones de NT-proBNP por encima frente a las que estan por debajo de la mediana (110 ng/l) - test
de Log-rank, p < 0,0001. La curva de los pacientes normoalbumindricos estd dibujada con un trazo fino para su
comparacién. Prop. d., proporciéon de muertes; t, periodo de seguimiento (afios); nephrop., nepfropatia; normalb.,
normoalbuminuria; NAR, nimero de pacientes con riesgo.

Fig. 5 Muestra las curvas de Kaplan-Meier de mortalidad cardiovascular en pacientes con nefropatia diabética y
la concentracién de NT-proBNP por encima frente a las que estdn por debajo de la mediana (110 ng/l) - Log-rank
test, p < 0,0001. La curva de los pacientes normoalbuminiricos esta dibujada con un trazo fino para su comparacion.
Prop. CVD, proporcién que presentan muerte cardiovascular; t, periodo de seguimiento (afios); nephrop., nefropatia;
normalb., normoalbuminuria; NAR, nimero de pacientes con riesgo.

Fig. 6 Muestra una curva de Kaplan-Meier que comprende todas las causas de mortalidad en pacientes diabéticos
de tipo 1 que presentan nefropatia diabética segin concentracion plasmatica del PLGF. Los datos fueron recogidos
durante el estudio Steno-1 como se describe en el Ejemplo 2. 1 - c.s., uno menos la supervivencia acumulada; t, tiempo
de seguimiento (afios).

Fig. 7 Muestra una curva de Kaplan-Meier que representa la mortalidad causada por enfermedad cardiovascular en
pacientes diabéticos de tipo 1 que presentan nefropatia segtin las concentraciones plasmaticas del PLGF. Los datos fue-
ron recogidos durante el estudio Steno-1 como se describe en el Ejemplo 2. 1 - c.s. CVD, uno menos la supervivencia
acumulada de la mortalidad por enfermedad cardiovascular; t, periodo de seguimiento (afios).

Ejemplo 1
Diserio del estudio

Se ha informado previamente y con detalle del disefio del estudio y de los resultados principales del Estudio Steno-
2 (Gaede, P. Vedel, P, Larsen, N et al. (2003). Multifactorial intervention and cardiovascular disease in patients with
type 2 diabetes. New England Journal of Medicine, vol. 348 (5), pp 383-93). En resumen, 160 pacientes con diabetes
de tipo 2 microalbumintirica se aleatorizaron para someterse a un tratamiento multifactorial convencional (n=80) o
intensificado dirigido a algunos factores de riesgo concomitantes. Los pacientes en el grupo de tratamiento intensivo
fueron sometidos a un tratamiento que consté de una introduccién gradual a un estilo de vida y unas intervenciones
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farmacolégicas con las que se pretende mantener los valores de hemoglobina glucosilada por debajo del 6,5%, la
presién arterial por debajo de los 130/80 mm Hg, los niveles de colesterol sérico total en ayunas por debajo de 175
mg/dl y los niveles de triglicéridos séricos en ayunas por debajo de 150 mg/dl. Las intervenciones en el estilo de vida
recomendadas incluyeron una reduccién de la ingesta de grasa alimentaria, la practica regular de ejercicio ligero o
moderado y dejar de fumar. Se aconsejé a todos los participantes del grupo de tratamiento intensivo que tomaran dosis
bajas de 4cido acetilsalicilico y un inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), independientemente
del nivel de presion arterial. El seguimiento medio fue de 7,8 afios. A lo largo de todo el periodo del estudio el grupo
intensivo tuvo valores significativamente mds bajos de HbA ., de los niveles de colesterol sérico total en ayunas, de
colesterol LDL y de triglicéridos, presion arterial sist6lica y diasistélica y de la tasa de excrecion urinaria de albimina
(Gaede, supra). Estos cambios se han asociado con reducciones importantes en el riesgo de padecer enfermedades ma-
crovasculares y microvasculares (reduccién del riesgo relativo del 53% en el caso de enfermedades cardiovasculares,
61% en el caso de la progresion de una nefropatia, 58% en el caso de la progresion de retinopatias y el 63% en el caso
de la progresion de neuropatias autonémicas) (Gaede, supra).

Los 160 pacientes fueron reclutados del Steno Diabetes Center durante 1992-93. la microalbuminuria se definié
como una tasa de excrecién de albtimina urinaria (TEA) de 30-300 mg cada 24 h en cuatro de seis muestras de orina
de 24 h. La diabetes se defini6 segtin los criterios de la OMS de 1985. Los criterios de exclusion fueron los siguientes:
ser mayor de 65 afios o menor de 40; una concentracién de péptido-C sérico estimulada menor de 600 pmol/l 6
minutos después de la inyeccidn intravenosa de 1 mg de glucagén; insuficiencia pancredtica o diabetes secundaria a
la pancreatitis; abuso del alcohol, enfermedad renal no diabética; cancer; o una enfermedad con peligro para la vida
en la que se puede dar una muerte probable en 4 afios. Todos los participantes dieron su consentimiento informado. El
protocolo se elabor6 de acuerdo con la declaracion de Helsinki y fue aprobado por el comité de ética del Copenhagen
County.

En el presente andlisis post-hoc se estratific a los pacientes en dos grupos segin tuvieran el NT-proBNP plasma-
tico basal por debajo o por encima de los valores de la mediana de la cohorte.

Criterios de evaluacion

El criterio de evaluacién principal del estudio fue un criterio de evaluacién combinado para las enfermedades car-
diovasculares que comprende: mortalidad cardiovascular, infarto de miocardio no fatal, ictus no fatal, intervenciones
coronarias percutdneas, injerto de un bypass arterial coronario, cirugia vascular y amputaciones. También se exami-
né un criterio de evaluacién secundario que comprendia la mortalidad cardiovascular y el ingreso por insuficiencia
cardiaca congestiva.

Ensayos

Todas las muestras de sangre se extrajeron a las 08:00, después de un ayuno nocturno. Los pacientes no tomaron
medicamentos la mafiana que se extrajeron las muestras de sangre.

Después de que los pacientes hubieran estado en reposo durante al menos 20 minutos en posicién supina, se
recogieron muestras de sangre para el andlisis del NT-proBNP plasmatico, se centrifugaron y se conservé el plasma
a -80°C hasta la realizacion del andlisis. Las concentraciones de NT-proBNP en el plasma se midieron mediante un
inmunoensayo tipo sandwich en un Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Alemania). El rango analitico se extiende de 5 a
35.000 pg/ml y el coeficiente de variacion total es < 0,061 en las muestras de plasma humano mezclado. Para convertir
de pg/ml a pmol/l hay que multiplicar por 0,118. Se extrajeron muestras de sangre al inicio del estudio y después de
dos, cuatro y ocho afios de seguimiento.

Datos estadisticos

La comparacion de los grupos al inicio se hizo mediante un andlisis de la varianza de un solo factor o el test de
Mann-Whitney siempre que fue adecuado para las variables numéricas. Para comparar variables categéricas se utilizé
el test de Ji cuadrado o el test exacto de Fisher.

Debido a que los dos grupos originales de tratamiento diferian significativamente en el riesgo de desarrollar enfer-
medades cardiovasculares, el papel del NT-proBNP plasmdtico como marcador de riesgo de enfermedades cardiovas-
culares se analiz6 en cada uno de estos grupos, por separado, utilizando el valor de la mediana correspondiente a cada
uno de los grupos originales de tratamiento como punto de corte para el grupo por debajo de la mediana, el grupo por
encima de la mediana y también para un grupo combinado.

Las curvas de tiempo hasta la apariciéon del primer acontecimiento para los criterios de evaluacién principal y
secundario se basaron en el andlisis Kaplan-Meier y los dos grupos se compararon utilizando el test de rangos loga-
ritmicos (test de log-rank). Las proporciones de riesgo con intervalos de confianza del 95% se calcularon usando un
modelo de regresién de Cox. Los resultados se presentaron sin ajustes, ademds de dos modelos con ajustes para los
factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares en pacientes con diabetes de tipo 2; el modelo 1 con ajustes para
la duracion de la diabetes conocida, enfermedad cardiovascular conocida al inicio, sexo y edad, como se ha indicado
previamente, y el modelo 2 con mds ajustes afiadidos para la presion arterial sistdlica y diasistdlica, la hemoglobina
Alc glucosilada, el colesterol sérico total en ayunas, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos y tasa de excrecién
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de albiimina urinaria. Los resultados de la cohorte combinada también se ajustaron segtn la asignacién del tratamiento
original. Los cambios en la concentracién plasmatica de NT-proBNP a lo largo del tiempo dentro de cada uno de los
dos grupos de tratamiento se compararon con el test de Wilcoxon.

Resultados

Las concentraciones plasmaticas de NT-proBNP oscilaban entre 5 (valor minimo detectado) a 1290 pg/ml, con
un valor mediano de 33,5 pg/ml en toda la cohorte del Steno-2, mientras que los valores en el grupo de tratamiento
intensivo original eran de 5 a 1290 (mediana de 35,3) pg/ml y en el grupo de terapia convencional de 5 a 1134
(mediana de 32,0) pg/ml. Las caracteristicas basales de los dos grupos se muestran en la tabla 1. Un nivel de NT-
proBNP plasmadtico basal alto se asocié con una duracién de la diabetes mds larga, mayor edad, presion arterial mas
elevada y deficiencias en la funcién renal. De un modo parecido, una mayor proporcién de pacientes en el grupo que
estaba por encima de la mediana se trat con antagonistas del calcio al inicio (Tabla 1).

TABLA 1

Caracteristicas basales de 160 pacientes con diabetes de tipo 2 segtin la concentracion plasmdtica basal del N-
terminal proBNP por debajo o por encima de la mediana en toda la cohorte

Por debajo | Por encima Valor-p

de la me- de la me-

diana del diana del

grupo grupo

HbAlc (%) * 8,7(0,2) 8,4(0,2) 0,29
PA Sistdlica (mm Hg) 143 (1,9) 153(2,2) 0,002
PA diastdélica (mm Hg)* 86(1,0) 85(1,3) 0,39
Colesterol total sérico 224 (4) 209 (4) 0,048
en ayunas (mg/dl)*
Colesterol HDL sérico en 40 (1) 39 (1) 0,62
ayunas (mg/dl)*
Triglicéridos séricos en 186 (60~ 168 (44~ 0,09
ayunas {(mg/dl)t 992) 1993)
Duracién de la diabetes 5{(0-26) 7(0-30) 0,003
conocida (anos)t
Sexo (n) 593/219 603/20% 0,96
Fumadores (n) 28 32 0,55
Creatinina sérica 74(1,5) 80(2,1) 0,015
(umol/1)~*
Peso (kg)* 92,8(1,7) 89,1(1,8) 0,13
Tasa de filtracidén glome-| 125(2, 4) 1092 (2, 8) <0Q,0001
rular (ml/min/1,73m%)*
Enfermedad cardiovascular 7 14 0,11
conocida (n)
Indice de masa ventricu-| 110(2,9) 126(4,2) 0,001
lar izquierda*
Edad (anos)* 52(0,8) 58 (0, 7) <0,0001
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NT-proBNP (pg/ml)t 13,0 (<5- 69,7(33,5~- <0,0001
32,8) 1290)

Excrecidn de albumina| 70 (32-286) | 80(33-265) 0,11

urinaria (mg/24 h)t

Excrecién de sodio urina-| 213(46- 176 (25— 0,19

rio (mmol/24 h)t 577) 449)

Medicacidn

Inhibidores ECA (n) 13 18 0,42

Diuréticos (n) 14 25 0,07

Betabloqueantes (n) 4 5 1,00

Antagonistas del <calcio 3 13 0,02

(n)

Asignacidén del tratamien-| 41 inten- 39 inten-— 0,69

to sivo sivo

*media (EE), tmediana (intervalo)

Para convertir los valores del colesterol a mmol/l, hay que multiplicar por 0,02586. Para convertir los triglicéridos
a mmol/l, hay que multiplicar por 0,01129. Para convertir los valores de NT-proBNP a mmol/l, hay que multiplicar
por 0,118.

Durante un seguimiento medio de 7-8 afios, se observaron 12 episodios cardiovasculares importantes en el grupo
con valores de NT-proBNP plasmatico por debajo del valor de la mediana, y en cambio fueron 54 episodios en el
grupo con valores por encima de la mediana, p<0,0001 (Fig. 1). Del mismo modo, la correlacion significativa entre
las enfermedades cardiovasculares y la concentracion plasmatica de NT-proBNP también se observé en cada uno de
los dos grupos originales de tratamiento del Estudio Steno-2, tal y como se muestra en la tabla 1. El ajuste segtn los
factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares en la diabetes de tipo 2 no influyé sobre la importancia de la
correlacion en ninguno de los modelos de ajuste (Tabla 2). La tabla 2 muestra la razén de riesgos (Hazard Ratio, HR)
(IC 95%) para los criterios de evaluacién principal y secundario en los paciente con diabetes de tipo 2 con valores de
NT-proBNP plasmatico por encima de la mediana, comparados con los pacientes con niveles plasmaticos por debajo
de la mediana (panel A), o utilizando un punto de corte de 125 pg/ml (panel B). El modelo 1 estd ajustado para las
enfermedades cardiovasculares conocidas al inicio, la duracién de la diabetes conocida, la edad y el sexo. El modelo
2 estd ajustado para las variables del modelo 1 ademds de la presion arterial sistdlica y diastdlica, la hemoglobina
glucosilada Alc, los lipidos séricos en ayunas y la tasa de excrecién de albimina urinaria.

TABLA 2

Panel A Grupo intensivo Grupo convencional Grupo combinado

Criterio de evaluacién principal

No 6,1(1,8-20,9) 3,1(1,5-6,5) 4,4(2,3-8,4)
ajustado p=0,004 p=0,002 p<0,0001
Modelo 1 4,7(1,2-17,7) 2,3(1,0-5,0) 3,3(1,7-6,3)
p=0,022 p=0,038 p=0,001
Modelo 2 4,1(1,0-16,7) 3,0(1,2-7,6) 3,6(1,7-7,5)
p=0,048 p=0,021 p=0,001
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Criterio de evaluacidén secundario

No 7,3(0,9-59,3) 3,3(1,1-10,2) 5,8(2,0-16,9)
ajustado - =
p=0,06 p=0,036 p=0,001
Modelo 1 4,4(0,4-48,2) 3,3(0,9-12, 3) 4,4(1,3-14, 3)
p=0,23 p=0,08 p=0,015
Modelo 2 3,0(¢0,3-32,7) 5,2(1,0-26,1) 8,4(2,0-36,3)
p=0, 38 p=0, 044 p=0,004
Panel B Grupo intensivo Grupo convencional Grupo combinado

Criterio de evaluacidn principal

No 6,0(2,3-15,3) 3,4(1,8-8,0) 4,7(2,6-8,4)
ajustado p=0, 0002 p=0,001 p<0, 0001
Modelo 1 5,7(2,0 - 16,3) 2,4(1,0-5,6) 3,0(1,6-5,7)
p=0,001 p=0,048 p=0, 001
Modelo 2 7,1(1,9-27,1) 2,9(1,0-8,6) 3,3(1,7-6,7)
p=0, 004 P=0, 047 p=0, 001

Criterio de evaluacidn secundario

No 8,7(2,2-34,9) 4,1(1,5-11,2) 5,3(2,4-12,0)
ajustado p=0,002 p=0, 007 p<0, 0001
Modelo 1 7,4(1,5-37,2) 2,9(0,9-9,4) 3,4(1,4-8,2)
p=0,015 p=0,08 p=0,006
Modelo 2 15,1(1,0-238,0) 2,4(0,6-10,0) 4,5(1,5-13,5)
p=0, 054 p=0, 24 P=0,007

La razén de riesgos para el criterio de evaluacién secundario también se correlacioné de modo significativo con
la concentracion plasmadtica basal de NT-proBNP, tanto ajustada como no ajustada a los factores de riesgo cldsicos
(Fig. 2). No obstante, aunque se observaron unas razones de riesgos de una magnitud similar cuando se analizaban en
cada uno de los dos grupos originales de tratamiento, el ajuste dilufa la importancia del NT-proBNP plasmético como
marcador de riesgo (Tabla 2).

En un contexto en el que se aplica un punto de corte de concentracién plasmatica de NT-proBNP de 125 pg/ml, la

importancia y el grado de riesgo para los criterios e evaluacion principales y secundarios no cambié sustancialmente,
comparado con el punto de corte mds bajo en la presente cohorte (Tabla 2).
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Cuando dos afios después del estudio se midieron las concentraciones plasmaticas de NT-proBNP iniciales, se
observé un aumento significativo en la cohorte combinada con 14,9 pg/ml, p<0,0001, y se observé un resultado
similar en el grupo de tratamiento convencional y en el intensivo (11,7 pg/ml, p<0,0001 y 18,2 pg/ml, p<0,0001,
respectivamente). Durante el seguimiento, la concentracién plasmética de NT-proBNP medio siguié aumentando,
tanto en el grupo que estaba por debajo de la mediana como en el que estaba por encima, como se muestra en la
figura 3. Este también fue el caso cuando el grupo de tratamiento intensificado original y el grupo de tratamiento
convencional se analizaron separadamente.

Los cambios en el NT-proBNP plasmatico durante los primeros dos afios de la intervencién se correlacionaron sig-
nificativamente con el riesgo de episodios cardiovasculares durante el resto del periodo de seguimiento. Una reduccién
del NT-proBNP plasmadtico de 10 pg/ml en la cohorte combinada se asoci6 con una reduccion del riesgo relativo del
1% significativa, tanto en la cohortes intensiva como en la convencional y la combinada, para el criterio de evaluacién
principal y secundario (p<0,0001 en todos los casos). Un total de 42 pacientes vieron reducidos sus valores de NT-
proBNP plasmaético durante los primeros dos afios de seguimiento, con una disminucién media de 12 pg/ml. Hubo 18
pacientes de la clasificacion inicial por encima de la mediana que alcanzaron el nivel por debajo de la mediana después
de 2 afios de intervencion. No obstante, el hecho de alcanzar este nivel no se asocié con una disminucion del riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares respecto a los pacientes que no alcanzaron el nivel (razén de riesgos 0,45
(0,12 - 1,65); p=0,23).

La correlacion entre la concentracion plasmatica de NT-proBNP y el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovas-
culares durante el periodo de seguimiento restante, siguié siendo significativo después de 2 afios, tanto para el criterio
de evaluacién principal, como para el secundario.

En el presente andlisis post-hoc del Estudio Steno-2, hemos demostrado que existe una correlacion significativa
e independiente entre las concentraciones plasmaticas de NT-proBNP y el riesgo futuro de enfermedades cardiovas-
culares, ademds de un criterio de evaluacidn secundario que comprende la mortalidad cardiovascular y el ingreso por
insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes con diabetes de tipo 2 y microalbuminuria.

En conclusion, el papel del NT-proBNP plasmatico como un potente marcador de riesgo de enfermedades cardio-
vasculares y de insuficiencia cardfaca congestiva existe en pacientes con diabetes de tipo 2.

Ejemplo 2
Pacientes y disefio del estudio

Durante 1993, se invité a todos los pacientes ambulatorios con diabetes de tipo 1 con nefropatia diabética (n=242)
que asistian a la clinica de Steno Diabetes Center, a los que se les habia medido la tasa de filtracion glomerular durante
el mismo afio, a participar en un estudio de casos controlados (Tarnow, L., Cambien, F., ef al. (1995). El polimorfismo
insercién/delecion del gen de la enzima I convertidora de angiotensina se asocia con enfermedades cardiacas coronarias
en pacientes con DMDI con nefropatia diabética. (Diabetologica, vol. 38, pp. 798-803). Se reclutaron un total de 199
pacientes que cumplian los requisitos de los criterios clinicos para la nefropatia diabética (microalbominuria (>300
mg/24 h) en al menos dos de tres recogidas consecutivas de orina de 24 horas, en presencia de retinopatia diabética y
ausencia de otras enfermedades renales o del aparato urinario (Parving H-H, Osterby R, Ritz E. Diabetic nephropathy.
En Brenner BM, ed. The Kidney, pp. 1777-818. Philadelphia: WB Saunders, 2003). Un grupo de 192 pacientes con
diabetes de tipo 1 de larga duracién y normoalbuminuria persistente sirvieron de control. E1 NT-proBNP plasmético
se midié en 198 pacientes con nefropatia y en 188 pacientes con normoalbuminuria.

En un disefio de un estudio observacional prospectivo se llevé a cabo un seguimiento de los pacientes hasta el 1 de
febrero de 2003 o hasta que murieron (n=62) o emigraron (n=3). El comité de ética local aprobé el estudio de acuerdo
con la Declaracion del Helsinki y todos los pacientes dieron su consentimiento informado.

Investigaciones clinicas y analiticas iniciales

Las investigaciones se realizaron la mafiana después del ayuno nocturno. Al 24% de los pacientes con nefropatia
y el 88% de los pacientes con normoalbuminuria nunca se les prescribié una medicacién antihipertensiva. Se le pidi6é
al resto de pacientes que dejaran sus tratamientos antihipertensivos y diuréticos 8 dias antes de la exploracién. No
obstante, no todos los pacientes quisieron interrumpir su tratamiento y el 34% y el 4% de los pacientes en el grupo de
nefropatia y normoalbuminuria, respectivamente, habfan tomado medicacién antihipertensiva el dia de la exploracion.

La presién arterial se midié dos veces con un esfigmomanémetro adecuado, después de al menos 10 minutos
de reposo en posicién supina. Las concentraciones de albimina urinaria se midieron mediante un inmunoensayo
enzimdtico (Feldt-Rasmussen B, Dinesen B, Deckert M. Enzyme immunoassay: an improved determination of urinary
albumin in diabetics with incipiet nefropathy. Scand J. Clin. Lab. Invest. 1985;45:539-44) de muestras de orina de 24
h. Las concentraciones de creatinina sérica se calcularon mediante el método Jaffé cinético. La tasa de filtracién
glomerular se midié en pacientes con nefropatia diabética después de una inyeccién de 3,7 MBq ' Cr-EDTA por
determinacion de radioactividad en las muestras de sangre venosa, recogidas a los 180, 200, 220 y 240 minutos después
de la inyeccidn. En el caso de los pacientes con normoalbuminuria, la tasa de filtracién glomerular se estimé mediante
la ecuacion de la Modificacién de la Dieta en Enfermedades Renales (MDRD, por sus siglas en inglés) (Levey AS,
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Bosch JP, Lewis JB, Greene T, Rogers N, Roth D et al. A more accurate method to estimate glomerular filtration rate
from serum creatinine: a new prediction equation. Ann. Intern. Med. 1999; 130:461-70). La retinopatia diabética se
evalud en todos los pacientes mediante fotografias del fondo del ojo después de una dilatacién papilar, clasificada
como ninguna retinopatia, retinopatia simple o retinopatia proliferativa. Los pacientes se entrevistaron utilizando el
cuestionario cardiovascular de la OMS. Los episodios cardiovasculares mas considerables se diagnosticaron como un
antecedente de ictus y/o infarto de miocardio. El tabaquismo se definié como el que afecta a las personas que fuman
uno o mds cigarros/puros/pipas al dia, el resto fueron clasificados como no fumadores.

Medicion de NT-proBNP

Después de que los pacientes hubieran estado en reposo durante al menos 20 minutos en posicién supina, se
recogieron muestras de sangre para la determinacién del NT-proBNP, se centrifugaron y se conservé el plasma a
-80°C hasta que se realizara el andlisis. Las concentraciones de NT-proBNP plasmético se midieron mediante un
inmunoensayo tipo sandwich en un Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Basel, Suiza). La variacién intraensayo esta
por debajo del 3,0% y el coeficiente total de variacion oscila entre 2,2 y 5,8% en magnitudes bajas y elevadas de NT-
proBNP.

Seguimiento

Se realiz6 un seguimiento de todos los pacientes a través del registro nacional durante el verano de 2003. Si un
paciente habia muerto antes del 1 de febrero de 2003, se registraba la fecha de muerte y se obtenia informacién sobre la
causa de la muerte del certificado de defuncion. Dos observadores revisaron independientemente todos los certificados
de defuncidn y se registr6 la causa de defuncién principal. También se incluy6 informacién disponible adicional de
los informes de la autopsia. Todas las muertes se clasificaron como muertes por causas cardiovasculares a menos que
se estableciera una causa no cardiovascular inequivoca (Pfeffer MA, Swedberg K, Granger CP, Held P, McMurray
JJV, Michelson EL et al. Effects of candesartan on mortality and morbidity in patients with chronic heart failure: the
CHARM-overall programme. Lancet 2003; 362:759-66)

Andlisis estadistico

Las variables con distribucién normal se proporcionan en medias + DE, mientras que las variables que no si-
guen una distribucién normal se transformaron logaritmicamente y se proporcionan como medianas (intervalos). Las
comparaciones entre grupos se llevaron a cabo mediante un test t de Student de datos independientes o un ANOVA
(andlisis de varianza). Se utiliz6 el ji cuadrado para comparar las variables no continuas. El andlisis de la relacién entre
NT-proBNP y la presencia/ausencia de nefropatia o una enfermedad cardiovascular importante al inicio, se ajustaron
segun el sexo, la edad, la presion arterial sistdlica y la tasa de filtracién glomerular. Se considerd estadisticamente
significativo un valor-p de dos colas de < 0,05.

Todas las variables “tiempo hasta la muerte” se analizaron con el test de rangos logaritmicos y se presentaron
en curvas de Kaplan-Meier en funcién de la presencia de nefropatia o de que los niveles de NT-proBNP estuvieran
por encima o por debajo del valor de la mediana. En los pacientes con nefropatia, los modelos de regresién de Cox
modificados por covariables se ajustaron segiin las siguientes covariables basales pre-especificadas: sexo, edad, tasa
de filtracién glomerular, antecedentes de enfermedades cardiovasculares importantes, medicacidn antihipertensiva en
curso e el momento de extraer la muestra de sangre, y log,, de NT-proBNP o NT-proBNP por encima del respectivo
valor por debajo de la mediana (110 ng/l). No se realizaron modificaciones adicionales para evitar un sobreajuste del
modelo. Los resultados se describen como razones de riesgo con intervalos de confianza del 95% con o sin ajustes
para otros factores que puedan afectar el prondstico.

Todos los célculos se realizaron con un programa disponible en el mercado (SPSS para Windows, version 10.0).
Resultados

Los pacientes con diabetes de tipo 1 con y sin nefropatia diabética se equipararon/relacionaron estrechamente con
respeto al sexo, la edad y la duracién de la diabetes. Si se comparaba a los pacientes con normoalbuminuria con
los pacientes con nefropatia diabética estos tltimos presentaban una presion arterial elevada, un aumento de HbA,,,

colesterol sérico elevado y una tasa de filtracion glomerular mds baja, p<0.0001. Por término medio, la tasa de filtracién
glomerular se mantenia bien en pacientes con nefropatia diabética (Tabla 3).
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TABLA 3

Caracteristicas clinicas y analiticas iniciales de 386 pacientes con diabetes de tipo 1 con 'y sin nefropatia diabética
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Nephropathy Normoalbuminuria valor P
n = 198 N = 188
Sexo (masc./fem.) 122/76 114/74 0,84
Edad (afos) 41,0 (9,5) 42,5 (9,9) 0,14
Duracién diabetes 27,7 (8,0) 26,8 (8,5) 0,26
(anos)
Retinopatia 0/137/61 66/103/19 <0,001
(nula/simple/proliferativa)
Antecedentes de IM 10(5,1 %) 2(1,1 %) 0,036
Antecedentes de ictus 14(7,1 %) 1(0,5 %) 0,001
IMC (kg/m’) 24,0(3,3) 23,7(2,5) 0,20
HbA.. (%) 9,6(1,3) 8,5(1,1) <0,001
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Excrecidn urinaria de 794 (16— 8(1-30) -
albumina (mg/24h) 14545)
S-creatinina (umol/1) 103(54- 76(40-116) <0, 001
684)
TFG (ml/min) 74 (33) 94 (16) <0, 001
Presidn arterial 151 (23) 132(18) <0, 001

sistdélica (mmHg)

Presidn arterial 86(13) 76(10) <0, 001

diastdlica (mmHg)

Farmacos 34 % 4 % <0, 001

antihipertensivos a la

toma de muestras (%)

S-colesterol (mmol/1) 5,6(1,2) 4,8(1,0) <0, 001

S-HDL-colesterol (mmol/1l) 1,46(0, 54) 1,56(0,53) 0,07

S-triglicéridos (mmol/1l) 1,220, 30~ 0,770, 30~ <0, 001
9,90) 3,10)

Fumadores (%) 50 % 43 % 0,17

Los datos son los siguientes: n, las medias (DE), las medianas (intervalo). Algunos pacientes con una albuminuria
persistente previa que tomaban medicacién antihipertensiva tenfan una tasa de excrecién de albimina urinaria < 300
mg/24 h.

En pacientes con nefropatia diabética, la concentracién de NT-proBNP plasmadtica se elevé a 110 (5-79640) ng/l
(mediana (intervalo)) frente a 27 (5-455) ng/l en pacientes con normoalbuminuria, p<0,0001. Esta diferencia se man-
tuvo después de los ajustes respecto a las diferencias de la tasa de filtracién glomerular y otras covariables, p<0,0001.
La concentracién de NT-proBNP se elev6 precozmente en la nefropatia diabética (40(5-3111) ng/l), cuando la tasa de
filtracién glomerular atin se mantenia dentro del rango normal (>100 ml/min).

En el grupo de nefropatia, la concentracién plasmética de NT-proBNP no se diferencié mucho entre hombres y
mujeres con diabetes tipo 1 (p=0,28), pero aumenté con la edad (r=0,42, p<0,0001) y la presién arterial sistdlica
(r=0,53, p<0,0001), y disminuyé con la tasa de filtraciéon glomerular (r=0,60, p<0,0001) y la hemoglobina (r=0,52,
p<0,0001). No se observaron correlaciones entre el NT-proBNP y la glucemia, ni entre el NT-proBNP y HbA,, o el
colesterol sérico. No se encontrd ninguna asociacién entre la retinopatia diabética y el NT-proBNP. Entre los pacientes
con nefropatia diabética, las concentraciones de NT-proBNP circulante eran mas elevadas en pacientes que tomaban
medicacion antihipertensiva en el momento de recoger las muestras de sangre; sin embargo, esta diferencia desaparecid
después de los ajustes segtin la tasa de filtracién glomerular.

Se demostré que existe una débil correlacion inversa entre la tasa de filtracidon glomerular estimada (mediana

92 ml/min/1,73 m? (intervalo: 45 - 170)) y el NT-proBNP plasmitico (r = -0,022, p=0,002) en los pacientes con
normoalbuminuria.
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La prevalencia de episodios cardiovasculares importantes difirié entre pacientes con y sin nefropatia diabética, el
11% (IC 95%: 8-14) y 2% (0-4), respectivamente, p<0,0001. En pacientes con nefropatia, el NT-proBNP plasmético al
inicio era significativamente elevado en pacientes con antecedentes de infarto de miocardio no fatal y/o ictus (671 (34-
12418) ng/l, p<0,0001), comparado con aquellos pacientes sin antecedentes de enfermedad cardiovascular importante
(97 (5-79640) ng/1). Después de los ajustes realizados para que no tuvieran lugar posibles confusiones, un aumento
diez veces mayor de NT-proBNP otorgé una aumento de la odds ratio de que se produjera un episodio cardiovascular
importante de 3,1 (IC 95% 1,2-7.8), p=0,02.

Durante el seguimiento, 51 (26%) de los pacientes con nefropatia y 11 (6%) de los pacientes sin nefropatia mu-
rieron, p<0,0001. Debido al bajo nimero de episodios en el grupo normoalbuminurico, los andlisis adicionales se han
limitado a los pacientes con nefropatia. Dentro del grupo de nefropatia, el valor de la mediana de NT-proBNP plas-
madtico era de 110 ng/l, y el 39 (39%) de los pacientes con valores por encimay 12 (12%) de los pacientes con valores
por debajo de este valor murieron debido a alguna causa. La razén de riesgos (HR) no ajustada fue de 3,86 (IC 95%
2,02-7,37), p<0,0001; la HR no ajustada seguin covariables fue de 2,28 (1,04-4,99), p=0,04 -Fig. 4. Esta mortalidad
inferior se atribuy6 a menos muertes cardiovasculares: 31 (31%) y 7 (7%) por encima y por debajo del valor de la
mediana de NT-proBNP, respectivamente (HR no ajustada 5,25 (2,31-11,92), p<0,001; ajustada por covariables 3,81
(1,46-9,94), p=0,006- Fig. 5). El efecto del NT-proBNP plasmético sobre la mortalidad cardiovascular y mortalidad
por otras causas se mantuvo importante después del ajuste para las diferencias en la tasa de filtraciéon glomerular.
Ademds, la interaccion entre el NT-proBNP y la tasa de filtracién glomerular no fue significativa, lo que indicaba que
el efecto de la concentracion de NT-proBNP en la mortalidad y la mortalidad cardiovascular no depende del valor de
la tasa de filtracion glomerular. El ajuste adicional para el colesterol sérico y la presion arterial sistdlica no alteré de
modo sustancial las razones de riesgo y los resultados se mantuvieron significativos.

La mortalidad total (test de rangos logaritmicos, p=0,06) y cardiovascular (p=0,07) en pacientes con nefropatia y
una concentracién plasmatica de NT-proBNP por debajo de 110 ng/l no se diferenciaron estadisticamente del grupo
de normoalbuminuria (figuras 2 y 3).

Aplicando el punto de corte de 125 ng/l de NT-proBNP recomendado en EE. UU., las razones de riesgos ajus-
tadas para la covariable para la mortalidad cardiovascular y la mortalidad por cualquier otra causa solo cambiaron
ligeramente: 2,68 (1,24-5,79), p=0,01 y 4,09 (1,61-10,41), p=0,003, respectivamente.

Los andlisis de regresion de Cox, incluyendo la concentracién de NT-proBNP como una variable continua, revela-
ron una razoén de riesgos no ajustada para la mortalidad general para cada aumento diez veces mayor en el NT-proBNP
de 3,39 (2,38-4,82), p<0,0001; ajustada por covariables 2,67 (1,62-4,42), p<0,0001. Para la mortalidad cardiovascular,
larazon de riesgos no ajustada para cada aumento diez veces mayor de NT-proBNP fue de 3,58 (2,40-5,36), p<0,0001;
ajustada por covariables de 3,32 (1,90-5,81), p<0,0001.

En conclusién, una concentracion elevada de NT-proBNP circulante es un factor independiente de prediccion del
exceso de mortalidad total y cardiovascular en la nefropatia diabética. La medicién de NT-proBNP afiade informacién
pronostica a los métodos disponibles y puede ayudar a guiar el tratamiento de los pacientes con diabetes de tipo 1 con
nefropatia diabética.

Ejemplo 3

En los pacientes con diabetes de tipol con nefropatia, se observé que el PIGF no estaba correlacionado con la edad,
el sexo, el HbA, y la tasa de filtracién glomerular. La correlacion con la excrecién de albimina urinaria era débil. En
los pacientes con diabetes de tipo 1 con nefropatia, el PIGF se correlacioné con la mortalidad debida a cualquier causa
y la mortalidad debida a enfermedades cardiovasculares (Fig. 6 y 7).

Ejemplo 4

La tabla 4 muestra un andlisis de PIGF en pacientes del estudio Steno-2. El disefio general del estudio se ha descrito
en el Ejemplo 1.
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TABLA 4

Enfermedades cardiovasculares y PIGF plasmdtico

P1GF plasmitico como
factor de prediccién
inicial de cualquier

episodio de enfermedad

P1GF plasmatico como
factor de prediccién
inicial de cualquier

episodio de enfermedad

cardiovascular cardiovascular (por
(cont inuo) debajo/encima de la
mediana)
Cohorte Ste- |Razdén de riesgos 1,073 [Razdén de riesgos 1,22
no-2 comple-|(0,999 a 1,152), (0,71 a 2,08), p=0,48
ta p=0,052
Grupo de Razdén de riesgos 1,21 Razdén de riesgos 2,19
tratamiento (1, .04 a 1,41),p=0,012 (0,79 a 6,08), p=0,13
intensivo
Grupo de Razdén de riesgos 1,03 Razén de riesgos 1,04
tratamient (0,95 a 1,12), p=0,46 (0,53 a 2,04), p=0,91
.
convencion
al
Ejemplo 5

Un paciente de 55 afios con diabetes de tipo 2 acude a su médico de cabecera. Se le miden el NT-proBNP (357
pg/ml), el PIGF (11 pg/ml) y el sCD40L (1,2 pg/ml) libre (es decir, no unido a trombocitos). El paciente no refiere
dolor en el pecho. Los valores de NT-proBNP indican la presencia de una enfermedad cardiaca. El paciente es dirigido
a un cardidlogo para que le practique un reconocimiento cardiaco exhaustivo. El electrocardiograma y la troponina
T cardiaca son normales. Se reduce la dosis de rosiglitazona y se inicia un tratamiento con inhibidores de ECA y
diuréticos. Seguidamente, se controla el nivel de NT-proBNP a intervalos bisemanales y alcanza un nivel de 117
pg/ml después de dos meses. Ademads, el nivel de la troponina T cardiaca se controla regularmente.

Ejemplo 6

Una paciente de 62 afios con diabetes de tipo de 2 acude a su especialista en diabetes. Se le miden el NT-proBNP
(37 pg/ml), el PIGF (27 pg/ml) y el sCD40L (1,0 pg/ml) libre. Los valores de NT-proBNP y de PIGF indican la
presencia o riesgo de una complicacién cardiovascular con una caracteristica predominante de microangiopatia. Se
mide el VEGF y se confirma el diagnéstico. Se miden los valores de CML y HbA,. (7,7%) e indican un control
insuficiente de la glucemia. Se advierte a la paciente que haga ejercicio regularmente y que examine diariamente si
tiene pequeflas lesiones en sus extremidades o signos de hipoxia. Se inicia una medicacion con estatinas y la glitazonas.
Se mide el nivel de NT-proBNP a intervalos cortos para detectar si el tratamiento con glitazonas causa un aumento
del riesgo de sufrir una enfermedad cardiaca. Se miden mensualmente los pardmetros PIGF, AGE, CML y HbA,. para
controlar si el tratamiento tiene los resultados esperados.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar si un paciente con diabetes que no tiene antecedentes conocidos de complicaciones
cardiovasculares presenta un riesgo de sufrir una complicacion cardiovascular, comprende los siguientes pasos:

a) medir in vitro los niveles de al menos un péptido del tipo BNP o una variante del mismo en una muestra del
paciente,

b) medir in vitro los niveles de sSCD40L o una variante del mismo en una muestra del paciente,

c) diagnosticar el riesgo de sufrir una complicacion cardiovascular, comparando los niveles medidos con los niveles
conocidos asociados con el riesgo.

2. El método segiin la reivindicacion 1, donde el péptido del tipo BNP es NT-proBNP o una variante del mismo.

3. El método segiin cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 2, donde el nivel del marcador para la activacién
plaquetaria es indicativo de un riesgo de sufrir agregacion plaquetaria, formacién de trombos, propagacién de trombos,
el riesgo de que una placa que ya estd en un estado vulnerable se rompa, oclusién vascular reversible u oclusién
vascular irreversible.

4. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 3, donde el paciente sufre de diabetes de tipo 2.

5. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 4, donde el paciente sufre de nefropatia diabética.

6. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones de la 1 ala 5, donde se mide ademas el nivel de al menos un
marcador angiogénico.

7. El método segtn la reivindicacién 6, donde el marcador angiogénico es PIGF o una variante del mismo.

8. El método segun la reivindicacién 7, donde se miden los niveles de NT-proBNP y PIGF y sCD40L o variantes
de los mismos.

9. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 8, donde se mide ademds el nivel de al menos un
marcador escogido del grupo que consiste en CRP, hsCRP, una variante respectiva, glucosa, HbAlc, CML y AGE.

10. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 9, que comprende el diagnéstico de una ma-

nifestacion de diabetes que pertenece al grupo formado por: complicaciones cardiovasculares, cardiopatias, microan-
giopatia, activacion plaquetaria, inflamacién y control insuficiente de los valores de glucemia.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5
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