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DESCRIPCIÓN

PIGF y Flt-1 como parámetros de diagnóstico en enfermedades cardiovasculares.

La presente invención se refiere a un uso de un procedimiento ex vivo, que comprende la determinación de PIGF
y sFlt-1 en una muestra, para el diagnóstico, estratificación del riesgo y/o control de una enfermedad vascular con
etiología aterosclerótica y/o para estimar la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo. La presente
invención también se refiere al procedimiento terminado. Además, la invención se refiere a un kit de diagnóstico y su
uso.

Estado de la técnica

En todos los estadios de una aterosclerosis, es decir, desde el origen de lesiones ateroscleróticas tempranas, pasan-
do por su progresión hasta la erosión o ruptura de las lesiones con las correspondientes complicaciones trombóticas,
los procesos inflamatorios desempeñan un papel fundamental. Hallazgos convincentes indican que en la desestabili-
zación de una lesión aterosclerótica con la consecuencia de un síndrome coronario agudo también están involucrados
mecanismos inflamatorios (1, 2).

Debido a la relación entre inflamación y aterosclerosis, se hace uso de marcadores de inflamación establecidos que
se liberan en la sangre circulante también para la estratificación del riesgo de pacientes con una enfermedad cardiaca
coronaria aguda. Contrariamente, por ejemplo, a las troponinas, que representan marcadores de una necrosis celular e
indican así el estado final de un infarto de miocardio, los marcadores de inflamación pueden indicar un correspondiente
riesgo antes de la aparición de un daño del miocardio, ya que reproducen los procesos inflamatorios que tienen como
base un síndrome coronario agudo.

De los marcadores de inflamación establecidos, la proteína reactiva C (CRP, también aquí denominada hsCRP, es
decir, “CRP altamente sensible”) y el fibrinógeno llama la mayor atención, y el valor pronóstico de estos marcadores
respecto de la mortalidad y los episodios isquémicos se comprobó unívocamente (22-24). En investigaciones retros-
pectivas se mostró que CRP y fibrinógeno tienen un significado propio como parámetros pronósticos y, por ello, se
tienen en cuenta como marcadores adicionales a la troponina T (14, 25, 26). Para CRP se indica que este marcador es
de utilidad para el pronóstico prolongado en caso de una enfermedad cardiaca coronaria, pero su valor como marcador
en la fase aguda, es decir, en el marco de un síndrome coronario agudo, se evalúa de manera contradictoria (14, 27).

Un primer resultado del estudio CAPTURE era que en la fase temprana de 72 horas después de iniciados los
síntomas de un síndrome coronario agudo sólo la troponina T permitió un pronóstico confiable, por el contrario, tanto
la troponina T como también CRP eran parámetros pronósticos independientes de un riesgo en los siguientes seis
meses (14). También se informó de resultados comparables para el estudio GUSTO IV-ACS (27). La fuente precisa
de los mayores niveles de CRP en pacientes con enfermedad coronaria inestable sigue no siendo clara. En relación
con la suposición de que un daño del miocardio también es un significativo estímulo inflamatorio, se debe reconocer
que en un novedoso análisis combinado de FRISC-II y GUSTO-IV se halló un aumento de CRP durante un período
de hasta 120 horas sólo en pacientes con mayores niveles de troponina (27). De modo similar, en pacientes con
troponina positiva del estudio CAPTURE, los niveles de CRP eran significativamente mayores (14), lo cual indica que
un proceso inflamatorio agudo, que se remite a una lesión del miocardio, superpone una inflamación crónica en la
pared vascular, de modo que el proceso inflamatorio crónico no se puede estimar por medio de CRP en el marco de un
síndrome coronario agudo. Además, se ha de remarcar que las citoquinas proinflamatorias también son liberadas por
tejido graso, macrófagos tisulares y el miocardio lesionado.

Recién hace poco tiempo se mostró que el factor de crecimiento placentario (placental growth factor, PIGF), un
miembro de la familia de VEGF (vascular endotelial growth factor, VEGF), se expresa marcadamente en lesiones
ateroscleróticas tempranas y avanzadas (3). Originariamente identificado en la placenta (4), PIGF estimula el creci-
miento de las células de la musculatura lisa, provoca que los macrófagos migren en lesiones ateroscleróticas, estimula
la producción de diversos mediadores de la inflamación en macrófagos (factor de necrosis tumoral-α (TNF-α), proteí-
na quimiotáctica monocítica-1 (MCP-1), proteasas) y estimula la angiogénesis patológica en la pared vascular (3, 5).
Una inhibición de los efectos de PIGF por bloqueo de sus receptor Flt-1 que está en la membrana (tirosina quinasa de
tipo Fms 1) en un modelo animal de aterosclerosis reprimió el crecimiento de placas ateroscleróticas y mostró efectos
favorables sobre su estabilidad, al inhibir la infiltración de macrófagos (3, 6). En pacientes con enfermedades cardiaca
coronarias agudas, se mostró hace poco que las concentraciones de PIGF en plasma son elevadas y que la concentra-
ción sistémica de PIGF representa un marcador clínico apropiado para una inflamación vascular y las correspondientes
consecuencias desventajosas para los pacientes (7).

Flt-1 une, además de PIGF, también el factor afín VEGF (8) y aparece en dos formas: por un lado, como tirosina
quinasa receptora unida a membrana (Flt-1), que transmite las señales angiogénicas al interior de las células y, por
otro lado, como un ectodominio soluble (Flt-1, sFlt-1 soluble), cuya función consiste en captar los factores libres PIGF
o VEGF en la circulación (6). Como a la forma soluble de Flt-1 le falta un dominio citosólico, la función de sFlt-1
está limitada a regular la cantidad de PLGF o VEGF en circulación que están disponibles como factores libres para
la activación de los receptores unidos a membrana Flt-1 y Flk-1 (quinasa hepática fetal-1) (9). Durante un síndrome
cardiaco coronario agudo, se pueden comprobar mayores concentraciones del receptor de PIGF soluble sFlt-1 (10).
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La solicitud de patente WO 2004/046722 (Dimmeler et al.) revela un procedimiento para el análisis de muestras en
relación con enfermedades cardiovasculares agudas, en donde el procedimiento comprende la medición de la concen-
tración de un marcador, por ejemplo, PIGF, y eventualmente otro marcador, por ejemplo, de VEGF u otro marcador
de inflamación.

De la solicitud de patente US 2004/126828 (Karumanchi et al.), se conoce un procedimiento para el diagnóstico
de preeclampsia o eclampsia que comprende la medición de la concentración de sFlt-1, VEGF o PIGF. sFlt1 se ha
descrito como un posible candidato para un factor de preeclampsia (17), ya que no sólo la placenta de embarazadas con
preeclampsia produce mayores cantidades de sFlt-1, sino mayores niveles de sFlt-1 remite al posterior desarrollo de
una preeclampsia (18). En el documento US 2004/126828, se considera una mayor concentración de sFlt-1, en especial
niveles séricos > 2.000 ng/i, y una menor concentración de VEGF en este caso como indicadores de diagnóstico
positivos de una preeclampsia. Si se vinculan los resultados obtenidos para los tres marcadores entre sí, a fin de
determinar un así llamado “índice angiogénico”, se ha de comprobar una preeclampsia existente o un considerable
riesgo de desarrollar una preeclampsia cuando el índice angiogénico, determinado según la fórmula [sFlt-1/VEGF +
PIGF], es > 20, es decir, cuando la concentración de s-Flt-1 es más de 20 veces la de VEGF y PIGF juntos.

La solicitud de patente WO 2005/031364 (Tadhani y Karumanchi) describe un procedimiento para el diagnóstico
o el pronóstico de una gestosis, como, por ejemplo, preeclampsia, que comprende la medición de la globulina que se
une a la hormona sexual (SHBG) y PIGF, y en una forma de realización especial, sFlt-1.

Puede extraerse de la solicitud de patente WO 2005/017192 (Tadhani et al.) que los niveles séricos de PIGF
medidos en el caso de una preeclampsia son claramente menores (aproximadamente 6 veces) y los de sFlt-1 eran
mayores (aproximadamente 2 veces) que los valores medidos en muestras de control. Conforme a ello, la relación de
sFlt-1 a PIGF era en el caso de una preeclampsia de 15 veces el factor determinado para una muestra de control.

La solicitud de patente WO 98/28006 divulga un procedimiento para el diagnóstico de hipertonía en el embarazo
(preeclampsia), en el que se determina la cantidad de PIGF, VEGF y la de un receptor soluble de VEGF, como, por
ejemplo, sFlt-1, en una muestra.

El cuadro clínico de preeclampsia o eclampsia se basa en una etiología completamente diferente que, por ejemplo,
la enfermedad cardiaca coronaria, en especial estas gestosis no son el resultado de una enfermedad aterosclerótica. En
este sentido, los procedimientos divulgados en el estado de la técnica no son transferibles a enfermedades vasculares
con etiología aterosclerótica, como representa, por ejemplo, una enfermedad cardiaca coronaria.

Por ello, a partir del estado de la técnica, era objeto de la invención poner a disposición un procedimiento que per-
mite sobre la base de la medición de biomarcadores una estimación de la probabilidad de un desarrollo, un diagnóstico,
una estratificación del riesgo y/o un control de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica.

Breve descripción de la invención

El objeto de la presente invención se soluciona poniendo a disposición los procedimientos, los usos y los disposi-
tivos según la invención de acuerdo con las reivindicaciones de patente.

Una solución del objeto es un procedimiento para el diagnóstico, estratificación del riesgo y/o control de una
enfermedad vascular con etiología aterosclerótica y/o para estimar la probabilidad de desarrollar una enfermedad de
este tipo, en donde el procedimiento comprende las siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra.

Este procedimiento también puede comprender la siguiente etapa:

(d) formación de una relación entre el valor determinado en (b) de PIGF y el valor determinado en (c) de sFlt-1.

La “formación de la relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor determinado en (c) de sFlt-1”
comprende tanto el cálculo del cociente “valor determinado en (b) de PIGF/ valor determinado en (c)” como también
otras posibilidades de relacionar el valor determinado en (b) de PIGF con el valor determinado en (c) de sFlt-1.

Una solución del objeto es también un procedimiento para el diagnóstico, estratificación del riesgo y/o el control
de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica y/o para la estimación de la probabilidad de desarrollar una
enfermedad de este tipo, donde el procedimiento comprende las siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;
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(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra; y

(d) comparación de los valores determinados en (b) y (c) de PIGF y sFlt-1 con un valor de referencia en cada caso
y/o un valor determinado en cada caso en una muestra de referencia.

El procedimiento también puede comprender las siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra.

(d’) formación de una relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor de sFlt-1 determinado en (c),
con preferencia, el cálculo del cociente PIGF/sFlt-1 y/o del cociente sFIT-1/PIGF; y

(e’) comparación del valor determinado en (d’) con un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra
de referencia.

El procedimiento también puede comprender las siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra.

(d) comparación de los valores determinados en (b) y (c) de PIGF y sFlt-1 con un valor de referencia en cada caso
y/o un valor determinado en cada caso en una muestra de referencia.

(d’) formación de una relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor de sFlt-1 determinado en (c),
con preferencia, el cálculo del cociente PIGF/sFlt- y/o del cociente sFIT-1/PIGF; y

(e’) comparación del valor determinado en (d’) con un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra
de referencia.

Las etapas (b) y (c) se pueden llevar a cabo sucesivamente en este orden, en orden inverso o al mismo tiempo.

En la etapa (d) se compara el valor determinado en (d) con un valor de referencia para PIGF y/o con un valor
determinado en una muestra de referencia para PIGF, y el valor determinado en (c) se compara con un valor de refe-
rencia para sFlt-1 y/o con un valor determinado en una muestra de referencia para sFlt-1. En la etapa (e’) se compara
el valor determinado en (d’) (en especial del cociente PIGF/sFlt-1 y/o del cociente sFlt-1/PIGF) con un valor de re-
ferencia para la relación entre PIGF y sFlt-1 y/o un valor determinado en una muestra de referencia para esta relación.

En el caso de la presente invención, se trata de un procedimiento que se realiza ex vivo, es decir, se trata de un
procedimiento in vitro.

La designación “enfermedad vascular con etiología aterosclerótica” excluye la enfermedad preeclampsia o eclamp-
sia. La noción “aterosclerótica” se refiere tanto a una aterosclerosis estable como inestable.

La noción “facilitación” de una muestra que hay que analizar, tal como se emplea en la presente, debe equipararse
con la “preparación” de una muestra. Con ello se da a entender que se pone a disposición una muestra para estudiar
disponible para el procedimiento de la medición, por ejemplo, que se introduce en el instrumento de medición. La
muestra objeto de análisis, preferentemente plasma o suero sanguíneo, y/o la muestra de referencia, pueden haber
recibido un tratamiento preliminar, por ejemplo, por el hecho de habérsele añadido un inhibidor de la coagulación, en
especial EDTA, heparina o citrato, a sangre periférica. El concepto “poner a disposición” no abarca la extracción u
obtención como tal de las muestras, por ejemplo la extracción invasiva de una muestra de un paciente por pinchado, o
una obtención no invasiva de muestras como, por ejemplo, la obtención de una muestra de orina.

En una forma de realización preferida de la presente invención, el paciente es un mamífero, de manera especial-
mente preferida un ser humano. La noción “paciente” designa en especial una persona tratada por un médico o por una
persona que forma parte de servicios médicos auxiliares (enfermero), y abarca tanto personas enfermas como sanas o
aparentemente sanas.
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La “cuantificación” de PIGF y/o sFlt-1 puede consistir en la determinación de una concentración, por ejemplo, una
concentración de proteínas. Además de la determinación de una concentración, por ejemplo en plasma sanguíneo o en
suero, la cuantificación también puede consistir en la determinación de la cantidad de moléculas, por ejemplo en un
corte de tejidos histológicos. La “cuantificación” incluye también métodos de determinación semicuantitativos, que
sólo detectan la cantidad o concentración aproximadas de PIGF y/o de sFlt-1 en la muestra, o que sólo pueden servir
para una indicación relativa de cantidad o concentración, o que solamente indican que la cantidad o concentración de
PIGF y/o de sFlt-1 en la muestra se halla en cada caso por debajo o por arriba de uno o más valores de referencia
determinados.

La noción “valor de referencia” puede ser un valor prefijado o un valor determinado en una muestra de referencia.
Una “muestra de referencia” puede provenir de personas sanas o de pacientes con o sin aterosclerosis estable o ines-
table con angina de pecho inestable o con un infarto agudo de miocardio. También puede tratarse de una muestra a la
que se añadieron PIGF y sFlt-1 en una relación que se había medido anteriormente en personas sanas o en pacientes
con una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica. Usualmente se emplean diversas muestras de referencia
que indican los diversos pronósticos posibles, por ejemplo, desde “un episodio desfavorable es improbable” hasta “un
episodio desfavorable es muy probable”. La facilitación de muestras de referencia tiene lugar preferentemente de la
misma manera que la facilitación de la muestra que hay que analizar. En lugar de usar muestras de referencia, también
pueden emplearse valores de referencia establecidos, que pueden tomarse, por ejemplo, de una tabla. Los valores de
referencia de este tipo pueden establecer, por ejemplo, diversas regiones o entornos que indiquen la probabilidad de
un episodio.

Es preferible que un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra de referencia sean un “valor de
corte” o “valor límite”, es decir, un valor que indica un límite. Si se compara un valor determinado en una muestra
con un valor de corte resulta que un valor de medición arriba del límite conduce a una evaluación distinta que para un
valor de medición debajo del límite. En lo que a la presente invención se refiere, debería considerarse, por ejemplo, la
concentración de PIGF como un valor de corte de PIGF adecuado, que separa ambos tercilos superiores de un colectivo
de referencia adecuado, con respecto al tercilo inferior. Otro valor de corte adecuado para el PIGF es la concentración
de PIGF que separa el tercilo superior de un colectivo de referencia adecuado, con respecto al tercilo medio. Un valor
de corte adecuado para el sFlt-1 es, por ejemplo, la concentración de sFlt-1 que separa el tercilo medio de un colectivo
de referencia adecuado, con respecto al tercilo inferior. Además de la determinación del correspondiente valor de
corte por medio de tercilos, es también posible determinar valores de corte adecuados para la invención mediante
curvas ROC (receiver operating curve) y otros métodos usuales (ver entre otros, “A. PACIENTES Y MÉTODOS, 4.
Procedimientos estadísticos”). Por consiguiente, una concentración mediana de PIGF o de sFlt-1 determinada en base
a un colectivo de referencia adecuado puede servir de valor de corte adecuado para el PIGF o para el sFlt-1. En lo que
a la presente invención se refiere, el paso por arriba de un valor de corte adecuado para el PIGF y el paso simultáneo
por debajo de un valor de corte adecuado para el sFlt-1 indicarían que existe una elevada probabilidad de que el
paciente del caso sufra un infarto de miocardio o un ataque de apoplejía y/o que muera de una enfermedad vascular
con etiología aterosclerótica.

Un procedimiento según la invención particularmente ventajoso es el uso de un procedimiento que comprende las
siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra,

(d) comparación de los valores determinados en (b) y (c) de PIGF y sFlt-1 con un valor de referencia en cada caso
y/o un valor determinado en cada caso en una muestra de referencia

para el diagnóstico, estratificación del riesgo y/o control de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica
en un paciente y/o para estimar la probabilidad para un paciente de desarrollar una enfermedad de este tipo.

El uso del procedimiento también puede comprender las siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra.

(d’) formación de una relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor de sFlt-1 determinado en (c),
con preferencia, el cálculo del cociente PIGF/sFlt-1 y/o del cociente sFIT-1/PIGF; y

(e’) comparación del valor determinado en (d’) con un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra
de referencia.
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El uso del procedimiento también puede comprender las siguientes etapas:

(a) facilitación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra.

(d) comparación de los valores determinados en (b) y (c) de PIGF y sFlt-1 con un valor de referencia en cada caso
y/o un valor determinado en cada caso en una muestra de referencia.

(d’) formación de una relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor determinado en (c) de sFlt-1,
con preferencia, el cálculo del cociente PIGF/sFlt- y/o del cociente sFIT-1/PIGF; y

(e’) comparación del valor determinado en (d’) con un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra
de referencia.

Las etapas (b) y (c) se pueden llevar a cabo sucesivamente en este orden, en orden inverso o al mismo tiempo.

El objetivo de la invención se logra, además, mediante un kit de diagnóstico, que abarca al menos un agente para
la cuantificación de PIGF y al menos un agente para la cuantificación de sFlt-1 en una muestra que hay que analizar,
pudiendo el kit también consistir en paquetes separados y el kit además comprende un medio para la información (por
ejemplo, documentos adjuntos a los paquetes), según lo cual: (i) una relación de [PIGF = alto : sFlt-1 = bajo] y/o (ii)
una concentración de PIGF, que está en los dos tercilos superiores de un colectivo de referencia, y una concentración
de sFlt-1, que está en el tercilo más inferior del colectivo de referencia, y/o (iii) un valor de PIGF por encima del valor
de referencia para el PIGF y un valor de sFlt-1 por debajo del valor de referencia para el sFlt-1 indica por ejemplo un
elevada probabilidad que suceda episodio desfavorable tal como, por ejemplo, muerte, infarto de miocardio no mortal
y/o ataque apopléjico.

El objetivo de la presente invención también se logra mediante un uso de kit conforme a la invención para el
diagnóstico, estratificación del riesgo y/o control de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica y/o para
estimar la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo.

El objetivo de la presente invención también se logra mediante un uso del kit conforme a la invención para la
realización del procedimiento conforme a la invención.

A continuación, se completa la breve exposición con explicaciones detalladas y con otras formas de realización de
la invención.

En una forma de realización del procedimiento y del uso del procedimiento, la enfermedad vascular se selecciona
del grupo que consiste en una enfermedad vascular relacionada con los órganos (en especial una enfermedad cardiaca
coronaria o una enfermedad cerebrovascular) y/o una enfermedad vascular periférica (en especial una enfermedad
arterial o venosa oclusiva). En otra forma de realización, la enfermedad vascular es un síndrome coronario agudo, con
preferencia, una angina de pecho inestable o un infarto agudo de miocardio. En una forma de realización preferida
del procedimiento, la enfermedad cardiaca coronaria es un síndrome coronario agudo. En una forma de realización
preferida del procedimiento, se emplean solamente muestras de pacientes que sufren de una enfermedad vascular,
como se indica arriba con más detenimiento, en especial de un síndrome coronario agudo (por ejemplo, de un infarto
de miocardio) o de los cuales se sospecha que tienen una enfermedad de este tipo o que la desarrollarán en el futuro.
Sin embargo, la muestra también puede provenir de pacientes elegidos “aleatoriamente”, por ejemplo dentro de los
alcances de un estudio y selección entre varias personas o de una investigación de prevención. El procedimiento
conforme a la invención se emplea preferentemente en un caso de síndrome coronario agudo, como, por ejemplo,
angina de pecho y/o infarto agudo de miocardio.

En el caso de la muestra por investigar, se trata preferentemente de sangre periférica o de una fracción de ella; se
prefiere muy especialmente que la fracción sea plasma sanguíneo o suero sanguíneo. En otra forma de realización de
la invención, también se emplean otros líquidos corporales (por ejemplo, orina o líquido cefalorraquídeo), así como
muestras de tejidos, suspensiones de células de tejidos, tejidos homogeneizados o cortes histológicos, en calidad de
muestra que hay que analizar. Dentro de los alcances de la invención, el término “muestra” se refiere a un material
del que se supone que contiene las sustancias PIGF y sFlt-1 que deben detectarse. Es eventualmente posible someter
las muestras a un tratamiento preliminar, para que las sustancias por detectar sean accesibles o para remover los
componentes de la muestra que podrían interferir. Un tratamiento de este tipo puede incluir la separación o lisis de
células, la precipitación, la hidrólisis o la desnaturalización de determinados componentes de la muestra, tales como,
por ejemplo, proteínas, la centrifugación de muestras, el tratamiento de las muestras con solventes orgánicos, tales
como, por ejemplo, con alcoholes, en especial metanol, o el tratamiento de las muestras con detergentes.

En una forma de realización preferida de la presente invención, el paciente es mamífero, y con preferencia muy
especial, un ser humano con una enfermedad vascular, como se describió mejor con anterioridad, con preferencia,
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con un síndrome coronario agudo tal como, por ejemplo, un infarto de miocardio. En una forma de realización muy
especial del procedimiento conforme a la invención, se miden solamente muestras de pacientes en las que puede
excluirse la existencia de un embarazo o por lo menos excluírsela con una probabilidad predominante.

En una forma de realización preferida, se emplea el procedimiento conforme a la invención para la estratificación
del riesgo de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica, o el procedimiento abarca la realización de una
estratificación del riesgo. La estratificación del riesgo abarca la determinación de una probabilidad de que un paciente
sufra un episodio desfavorable, tales como, por ejemplo, muerte, infarto de miocardio no mortal o ataque apopléjico.
El episodio desfavorable también puede ser un episodio secundario desfavorable, consistente por ejemplo en sufrir
otro infarto de miocardio no mortal, o después de un primer infarto de miocardio no mortal, experimentar un ataque
apopléjico o fallecer.

Los procedimientos conformes a la invención muestran: (i) para un valor de PIGF por encima del valor de referen-
cia de PIGF y un valor de sFlt-1 por debajo del valor de referencia de sFlt-1, y/o: (ii) para una concentración de PIGF,
que está en los dos tercilos superiores de un colectivo de referencia, y para una concentración de sFlt-1 que está en
el tercilo inferior del colectivo de referencia, y/o: (iii) para una relación de [PIGF = alto : sFlt-1 = bajo], una elevada
probabilidad de un episodio desventajoso.

La noción “colectivo de referencia” designa por lo general un grupo de individuos de referencia, que con prefe-
rencia se seleccionaron aleatoriamente entre la totalidad de un población, y que satisfacen determinados criterios de
selección. Por motivos prácticos, es frecuente que en lugar de una selección puramente aleatoria de individuos tomados
de un conjunto de una población, o de un colectivo global, se elabore un colectivo de referencia en base a conside-
raciones prácticas a partir de los individuos disponibles. Entre los criterios de selección definidos lo más claramente
posible, se encuentran por ejemplo enfermedades definidas y típicas, por ejemplo una angina de pecho inestable, un in-
farto agudo de miocardio, etc. Además, también tienen relevancia los universos de referencia de individuos sanos, para
determinar valores de referencia basados en la población, para el colectivo correspondiente. El colectivo de referencia
preferido para los fines de la presente invención consiste en una cantidad suficientemente grande para fines estadís-
ticos, de individuos que sufren de una enfermedad vascular de etiología aterosclerótica, en especial de un síndrome
coronario agudo como, por ejemplo, una angina de pecho inestable o un infarto agudo de miocardio. Los universos de
referencia también pueden reclutarse entre pacientes que presentan un índice de episodios acrecentada o disminuida.

Además de los valores de referencia, que se basan en un colectivo de referencia, también pueden intervenir “valores
de referencia basados en sujetos”. Los valores de referencia basados en sujetos son valores ya disponibles (por ejemplo,
la concentración de un biomarcador como el PIGF o el sFlt-1) de un único individuo, que se determinaron en un
momento en que el individuo se halla en un estado de salud o de enfermedad definido.

En una forma de realización preferida del procedimiento conforme a la invención, como valor de referencia se
usa un valor de corte para el PIGF, ≥ 17,7 ng/l. En otra forma de realización preferida del procedimiento conforme a
la invención, como valor de referencia se usa un valor de corte para el PIGF, ≥ 23,3 ng/l. También puede emplearse
un valor de corte para el PIGF, ≥ 15,6 ng/l. Se prefiere un corte para el PIGF en el intervalo 15,6-23,3 ng/l, con
especial preferencia, en el intervalo de 10-50 ng/l, con preferencia muy especial, en el intervalo de 5-100 ng/l y más
preferentemente aún, en el intervalo de 1-500 ng/l.

En una forma de realización preferida del procedimiento conforme a la invención, como valor de referencia se usa
un valor de corte para el sFlt-1, ≤ 37,4 ng/l. En otra forma de realización preferida del procedimiento conforme a la
invención, como valor de referencia se usa un valor de corte para el sFlt-1, ≤ 56,5 ng/l. Se emplea preferentemente un
valor de corte para el sFlt-1, en el intervalo de 37,4-56,5 ng/l, con preferencia especial, en el intervalo de 25-100 ng/l,
con preferencia muy especial, en el intervalo de 1-250 ng/l y más preferentemente aún, en el intervalo de 5-500 ng/l.

En una forma de realización preferida especial del procedimiento conforme a la invención, una concentración de
PIGF > 17,7 ng/l significa una concentración elevada de PIGF, y una concentración de PIGF < 17,7 ng/l significa
una concentración baja de PIGF. En una forma de realización alternativa especialmente preferida del procedimiento
conforme a la invención, una concentración de PIGF > 23,3 ng/l significa una concentración elevada de PIGF, 15,6-
23,3 ng/l representa una concentración media de PIGF, y una concentración < 15,6 ng/l representa una concentración
baja de PIGF.

En una configuración especialmente preferida del procedimiento conforme a la invención, una concentración de
sFlt-1 > 56,5 ng/l representa una concentración elevada de sFlt-1, y una concentración < 56,6 ng/l representa una
concentración baja de sFlt-1. En un forma de realización alternativa especialmente preferida del procedimiento con-
forme a la invención, una concentración de sFlt-1 > 91,4 ng/l representa una concentración elevada de sFlt-1, una
concentración de 37,4-91,4 representa una concentración media de sFlt-1, y una concentración < 37,4 ng/l representa
una concentración baja de sFlt-1.

La formación de una “relación” entre PIGF y sFlt-1 puede tener lugar mediante el cálculo de un coeficiente de
PIGF/sFlt-1. Como alternativa, también es posible formar un cociente de sFlt-1/PIGF. Es preferible que un cociente
≥ 0,31, que parta de una relación [PIGF > 17,7 ng/l: sFlt-1 < 56,6 ng/l], represente un alto riesgo de un episodio
desfavorable.

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 331 142 T3

Se prefiere especialmente un cociente de ≥ 0,42, [PIGF > 15,6 ng/l: sFlt-1 < 37,4 ng/l] como indicador de un
elevado riesgo de un episodio desfavorable. De una manera muy especialmente preferida, un cociente de ≥ 0,62,
[PIGF > 23,3 ng/l: sFlt-1 <37,4 ng/l] es un indicador de un riesgo elevado de un episodio desfavorable. La formación
de una relación también puede significar que los valores de PIGF y sFlt-1 se correlacionan entre sí, por ejemplo
mediante una comparación simple.

En una forma de realización, el procedimiento según la invención comprende una cuantificación de al menos otro
biomarcador. En una forma de realización preferida, el otro biomarcador está seleccionado del grupo compuesto por
VEGF, sCD40L, PAPP-A (pregnancy associated plasmaprotein-A), MPO (mieloperoxidasa), cistatina C, mioglobi-
na, creatina-quinasa, en especial creatina-quinasa MB (CK-MB, troponina, en especial troponina I, troponina, T y/o
sus complejos, CRP, péptidos natriuréticos, tales como, por ejemplo, ANP (atrial natriuretic peptide), BNP (B-type
natriuretic peptide) o NT-proBNP. Otros biomarcadores son también hematopoyetina, como, por ejemplo, EPO (eri-
tropoyetina), GM-CSF (granulocyte/macrofage colony-stimulating factor), G-CSF (granulocyte colony-stimulating
factor), LIF (leukemia inhibition factor), oncostatina, CNTF (ciliary neurotrophic factor), mioglobina, Lp-PLA2 (li-
poprotein associated phospholipase A2), IMA (Ischemia modified albumin), albúmina cisteinilada, GP-BB (Glycogen
phosphorilase isoenzym BB), H-FABP (heartype fatty-acid-binding protein), colina, PPARs (peroxisome prolifera-
tor activator receptors), ADMA (asymmetric dymethylarginine), SAA (serum amiloid A protein), fibrinógeno, FFAs
(unbound free fatty acids), dímero D, homocisteína, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor 1), P-selectina, E-selecti-
na soluble, hemoglobina A1c, urodilatina, tromboxano (por ejemplo, tromboxano A2 y 11-deshidro-tromboxano B2),
isozimas de adenilato quinasa mitocondriales, proMBP (Eosinophil Major Basic Protein), OPG (osteoprotegerina),
leptina, adiponectina, FSAP (factor seven activating protease; en especial su así llamada mutante de Marburg I), IL-
6 (interleuquina-6), MlF (macrophage migration inhibition factor), CALCR (receptor de calcitonina), glicoforina (en
especial glicoforina truncada), hormona del crecimiento, prolactina e interleuquina, quimioquina como, por ejem-
plo, factor plaquetario 4, PBP (platelet basic protein), MlF (macrophage inflammatory protein), interferonas, TNF
(factor de necrosis tumoral), moléculas de adhesión como, por ejemplo, ICAM (intracellular adhesion molecule) o
VCAM (vascular adhesion molecule), citoquinas y otros factores de crecimiento tales como, por ejemplo, FGF (fibro-
blast growth factor). El término “biomarcador” designa sustancias endógenas, por ejemplo, proteínas que indican, por
ejemplo, la presencia de un episodio fisiopatológico en un organismo.

En una forma de realización, el control de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica consiste en super-
visar un paciente que es tratado con uno o varios agentes terapéuticos, que reducen el riesgo de un trastorno vascular,
con preferencia, un trastorno cardiovascular.

En otra forma de realización, el procedimiento según la invención se usa para identificar un paciente que saca
provecho probablemente del tratamiento con uno o varios agentes terapéuticos, que reducen el riesgo de un trastorno
vascular, con preferencia, un trastorno cardiovascular. El “provecho” puede consistir en reducir el riesgo de padecer
un episodio desventajoso como, por ejemplo, muerte, infarto de miocardio no mortal o ataque apopléjico. Además,
el provecho se puede optimizar por medio de una selección específica de pacientes en alto riesgo por medio de un
tratamiento dirigido individualmente.

Los agentes de reducir el riesgo de un trastorno vascular, con preferencia, un trastorno cardiovascular incluyen
aquellos que están seleccionados del grupo compuesto por sFlt-1, agentes antiinflamatorios, agentes antitrombóticos,
agentes antiplaquetarios, agentes fibrinolíticos, agentes reductores de lípidos, inhibidores directos de trombina e inhi-
bidores del receptor de glucoproteína IIb/IIIa. En una forma de realización preferida, el agente deriva de sFlt-1 o sFlt-
1. A modo de ejemplo, se puede tratar de sFlt-1 recombinante, un fragmento o uno de sus derivados.

Los agentes antiinflamatorios incluyen alclofenac, dipropionato de alclometasona, acetonuro de algestona, alfa-
amilasa, amcinafal, amcinafida, anfenac sodio, clorhidrato de amiprilosa, anakinra, anirolac, anitrazafeno, apazona,
balsalazida disodio; bendazac, benoxaprofeno, clorhidrato de bencidamina, bromelaína, broperamol, budesonida, car-
profeno, cicloprofeno, cintazona, cliprofeno, propionato de clobetasol, butirato de clobetasona, clopirac, propionato de
cloticasona, acetato de cormetasona, cortodoxona, deflazacort, desonida, desoximetasona, dipropionato de dexameta-
sona, diclofenac potasio, diclofenac sodio, diacetato de diflorasona, diflumidona sodio, diflunisal, difluprednato, difta-
lona, dimetilsulfóxido, drocinonida, endrisona, enlimomab, enolicam sodio, epirizol, etodolac, etofenamato, felbinac,
fenamol, fenbufeno, fenclofenac, fenclorac, fendosal, fenpipalona, fentiazac, flazalona, fluazacort, ácido flufenámi-
co, flumizol, acetato de flunisolida, flunixina, meglumina de flunixina, fluocortina-butilo, acetato de fluormetolona,
fluquazona, flurbiprofeno, fluretofeno, propionato de fluticasona, furaprofeno, furobufeno, halcinonida, propionato de
halobetasol, acetato de halopredona, ibufenac, ibuprofeno, ibuprofeno aluminiio, ibuprofeno-piconol, ilonidap, indo-
metacina, indometacina sodio, indoprofeno, indoxol, intrazol, acetato de isoflupredona, isoxepac, isoxicam, cetoprofe-
no, clorhidrato de lofemizol, lomoxicam, etabonato de loteprednol, meclofenamato sodio, ácido meclofenámico, dibu-
tirato de meclorisona, ácido mefenámico, mesalamina, meseclazona, suleptanato de metilprednisolona; morniflumato,
nabumetona, naproxeno, naproxeno sodio, naproxol, nimazona, olsalazina sodio, orgoteína, orpanoxina, oxaprozina,
oxifenbutazo, clorhidrato de paranilina, polisulfato de pentosano sodio, glicerato sódico de fenbutazona, pirfenido-
na, piroxicam, cinnamato de piroxicam, piroxicam-olamina, pirprofeno, prednazato, prifelona, ácido prodólico, pro-
quazona, proxazol, citrato de proxazol, rimexolona, romazarita, salcolex, salnacedina, salsalato, salicilato, cloruro de
sanguinario, seclazona, sermetacina, sudoxicam, sulindac, suprofeno, talmetacina, talniflumato, talosalato, tebufelona,
tenidap, tenidap sodio, tenoxicam, tesicam, tesimida, tetridamina, tiopinac, pivalato de tixocortol, tolmetina, tolmetina
sodio, triclonida, triflumidato, zidometacina, glucocorticoides y zomepirac sodio.
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Los agentes de acción antitrombótica y/o fibrinolítica incluyen plasminógeno (respecto de plasmina por acción
de precalicreína, quininógenos, factor XII, factor XIIIa, proactivador de plasminógeno y activador de plasminógeno
tisular [TPA]), estreptoquinasa, uroquinasa, complejo de activador de plasminógeno-estreptoquinasa anisoilado, pro-
uroquinasa (Pro-UK); rTPA (alteplasa o activasa; r = recombinante); rPro-UK; abboquinasa; eminasa; clorhidrato de
esreptasa anagrelida, bivalirudina, dalteparina sodio, danaparoide sodio, clorhidrato de dazoxibeno, sulfato de efega-
trano, enoxaparina sodio, ifetrobano, ifetrobano sodio, tinzaparina sodio, retaplasa, trifenagrel, warfarina y dextranos.

Los agentes antiplaquetarios incluyen clopidogrel, sulfinpirazona, aspirina, dipiridamol, clofibrato, carbamato de
piridinol, PGE, glucagón, agentes antiserotonina, cafeína, teofilina-pentoxifilina, ticlopidina y anagrelida.

Los agentes reductores de lípidos incluyen gemfibrozilo, colistiramina, colestipol, ácido nicotínico, probucol-lo-
vastatina, fluvastatina, simvastatina, atorvastatina, pravastatina y cirivastatina.

Los inhibidores directos de trombina incluyen hirudina, hirugeno, hirulog, agatrobano, PPACK, aptámeros de
trombina.

Los inhibidores del receptor de glucoproteína IIb/IIIa son tanto anticuerpos como también no anticuerpos e inclu-
yen ReoPro® (abciximab), lamifibano y tirofibano, sin estar limitados a ellos.

La detección de PIGF y/o de sFlt-1 puede realizarse mediante procedimientos inmunológicos, por ejemplo ELISA,
en la que también se halla incluida una detección de fragmentos de PIGF y/o de sFlt-1, así como de isoformas de
PIGF y/o de sFlt-1. Como alternativa, es por ejemplo posible detectar el ARNm del PIGF y/o del sFlt-1. Además
del ELISA mencionado arriba, es también posible aplicar otros procedimientos inmunológicos para la cuantificación
del PIGF y/o del sFlt-1, conforme a la invención. Son especialmente adecuados los inmunoensayos en sándwich
heterogéneos u homogéneos, pero también es posible emplear inmunoensayos competitivos. Usualmente, para tales
procedimientos de ensayo se emplean anticuerpos monoclonales o policlonales cono pares de enlace específicos, pero
en lugar de anticuerpos también pueden emplearse otras sustancias (por ejemplo, aptámeros) que tienen la capacidad
de ligarse específicamente al PIGF o al sFl-1. Bajo la noción “anticuerpo” cabe entender no solamente anticuerpos
completos sino también expresamente partes, derivados u homólogos de anticuerpos, como por ejemplo fragmentos
de anticuerpos, preferiblemente Fab, Fv, F(ab’)2, Fab’, anticuerpos quiméricos, humanizados, bi- u oligoespecíficos, o
monocatenarios, y también agregados, polímeros y conjugados de inmunoglobulinas.

Los anticuerpos u otros pares de enlace específicos para PIGF o sFlt-1 empleados en los inmunoensayos pueden
estar ligados a un portador consistente en material poroso y/o no poroso, por lo general insoluble en agua, y que puede
presentar las formas más diversas posibles. El portador puede ser parte componente de un dispositivo tal como un
recipiente, un tubito, una placa de microtitulación, varilla o tira, así como papel filtro o de cromatografía.

Los anticuerpos u otros compañeros de enlace específicos para PIGF o sFlt-1 pueden estar unidos a un medio de
detección (“etiqueta”), que de por si produce una señal o que puede inducir la producción de una señal, tales como,
por ejemplo, una sustancia fluorescente, una sustancia radioactiva, una enzima, una micropartícula (por ejemplo, una
partícula de látex no teñida, teñida o marcada de alguna otra manera, una partícula de oro, etc.), o una sustancia
quimioluminiscente o que sirve como intermediario (por ejemplo, etiqueta de biotina) para un sistema de detección
(por ejemplo, un complejo aviditina-peroxidasa).

Dentro de los alcances de la invención, es particularmente ventajoso el uso de procedimientos de ensayo que per-
miten la cuantificación del PIGF y del sFlt-1 en un preparado de ensayo. Esto puede efectuarse por ejemplo añadiendo
a la muestra compañeros de enlace específicos para PIGF y sFlt-1, que están ligados a diversos agentes de detección
(por ejemplo, sustancias que son fluorescentes bajo diversos longitudes de onda), por lo que después de terminada
la reacción inmunoquímica es posible medir por separado las señales de medición resultantes. Una forma de realiza-
ción muy especialmente ventajosa de un procedimiento de ensayo de este tipo se basa en la medición, espacialmente
separada, de las señales de medición que correlacionan el PIGF y el sFlt-1, por ejemplo mediante un elemento de
ensayo inmunocromatográfico, como se usa en principios para la detección de drogas y de hormonas relacionadas con
el embarazo.

En una forma del procedimiento conforme a la invención, para la cuantificación del PIGF y de sFlt-1, las muestras,
y suponiendo que no estén ya disponibles en el elemento de ensayo, preferentemente en forma seca, los anticuerpos
anti-PIGF y anticuerpos anti-sFlt-1, asociados con un agente de detección, se aplican sobre la zona de aplicación del
elemento de ensayo. Son marcadores especialmente adecuados, por ejemplo, las partículas de látex coloreadas, oro
coloidal, enzimas, sustancias fluorescentes, sustancias radiactivas o sustancias quimioluminiscentes. Suponiendo que
haya PIGF y/o sFlt-1 contenidos en la muestra, se ligarán complejos PIGF/anticuerpos y/o complejos sFlt-1/anticuer-
pos. Estos complejos y moléculas de PIGF o de sFlt-1 libres todavía presentes, se mueven por ejemplo por fuerza
capilar, en la dirección de una región (zona de detección) del elemento de prueba, en la que los otros anticuerpos
anti-PIGF y anticuerpos anti-sFlt-1, espacialmente separados entre sí, están fijados en forma de dos cintas, o llegan
a fijarse en el transcurso del procedimiento de ensayo (por ejemplo, por medio de un puente de biotina-avitidina).
Si en la muestra había PIGF y/o sFlt-1 presentes, en dicha zona de detección se formarán complejos sándwich de
PIGF/anticuerpos, marcados, y/o complejos sándwich sFlt-1/anticuerpos, marcados. La intensidad de la correspon-
diente señal en la zona de detección es proporcional a la concentración de PIGF o de sFlt-1 en la muestra. Si bien
se prefiere muy especialmente el procedimiento de inmunoensayo sándwich arriba descrito, también es posible un
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procedimiento de ensayo competitivo para la cuantificación del PIGF y del sFlt-1 en base a estos elementos de ensayo.
Como ya se mencionó con anterioridad, en lugar de uno o varios anticuerpos podrían emplearse otras sustancias que
tienen la capacidad de ligarse específicamente al PIGF o al sFlt-1.

Otro objeto de esta invención es por ello también un elemento de ensayo, por ejemplo un elemento de ensayo
inmunocromático, que abarca una zona para la aplicación de la muestra, pudiendo tratarse de, por ejemplo, un papel
filtro o de otro medio cromatografito, sobre el que es posible aplicar la muestra, y suponiendo que aún no se hallen
presentes en el elemento de ensayo, preferentemente secos, los anticuerpos anti-PIGF y los anticuerpos anti-sFlt,
marcados, y estando la zona de aplicación de la muestra en contacto con la zona de detección, de manera tal que un
fluido aplicado sobre la zona para la aplicación de la muestra pueda llegar a la zona de detección, por ejemplo gracias
a fuerza capilar, y la zona de detección abarca regiones especialmente separadas para la unión específica de PIGF y
sFlt-1, por lo que allí las moléculas de PIGF o de sFlt-1 eventualmente presentes en el líquido pueden ligarse. Además,
el elemento de ensayo también puede abarcar una zona de absorción preferentemente consistente en un material muy
absorbente (por ejemplo papel filtro), en el que se transportan los componentes no ligados de la corriente del líquido.
En otra forma de realización de este elemento de ensayo conforme a la invención, éste presenta otros agentes que
permiten una asociación de la intensidad de las señales con respecto a la concentración del PIGF o del sFlt-1, en
especial en el campo de decisiones clínico (preferentemente en el intervalo de corte). En una forma de realización
alternativa de este elemento de ensayo conforme a la invención, se hace uso de un inmunoensayo competitivo en
lugar del inmunoensayo sándwich. En una forma de realización de la invención, se usa el elemento de ensayo para
realizar el procedimiento conforme a la invención. En otra forma de realización de la invención, se usa el elemento
de ensayo para el diagnóstico, estratificación de los riesgos y/o supervisión de una enfermedad vascular de etiología
aterosclerótica en un paciente y/o para la evaluación de la probabilidad de que un paciente desarrolle una enfermedad
de este tipo. En lugar de uno o más anticuerpos también podrían emplearse, como mencionado arriba, otras sustancias
que tiene la capacidad de ligarse específicamente al PIGF o al sFlt-1.

El elemento de ensayo, que puede ser una tira de ensayo de uno o más elementos, puede presentar una zona
para la aplicación de la muestra y en cada caso una zona para a detección de PIGF o de sFlt-1. En una forma de
realización, el elemento de ensayo consiste en dos tiras de prueba paralelas, que en cada caso pueden estar compuestas
de varios elementos yuxtapuestos y/o que en la zona de aplicación de la muestra o en la zona de absorción pueden
estar en contacto o unidos entre sí. En una forma de realización, se ponen a disposición dos elementos de ensayo
independientes entre sí, es decir, uno para el PIGF y otro para el sFlt-1. Los elementos de ensayo pueden ser parte
componente de un kit. En otra forma de realización se emplea el elemento de ensayo para el procedimiento conforme
a la invención.

Dado que una concentración determinada mediante métodos inmunoquímicos depende del procedimiento de ensa-
yo usado y en especial de las normas y anticuerpos usados, es posible diferenciar entre sí los valores de concentración
de una sustancia determinados mediante dos ensayos de una sustancia en una misma muestra. Por ello, si se aplica
un ensayo para la cuantificación del PIGF o sFlt-1, que se diferencie de los aplicados en los ejemplos, se recomienda
convertir matemáticamente los valores de concentración determinados en base a un factor de conversión, o determinar
con ayuda de un colectivo de referencia adecuado (véase por ejemplo más adelante “A. PACIENTES Y MÉTODOS,
1. Pacientes”) los valores de referencia como tales y seguidamente emplear estos valores conforme a la invención.
También es posible una equiparación o compensación de las normas entre los ensayos.

Otro objeto de la invención es una muestra de referencia, cuya concentración de PIGF- y/o de sFlt-1 se halla
en el correspondiente intervalo de corte (en especial como se indica más adelante) del procedimiento conforme a la
invención. Una muestra de referencia preferida muestra una concentración de PIGF de > 15,6 ng/l, con preferencia,
> 17,7 ng/l, con preferencia especial, > 23,3 ng/l, y/o una concentración de sFlt-1 de < 56,5 ng/l, con preferencia, <
37,4 ng/l. También se prefiere una muestra de referencia con una concentración de PIGF en el intervalo de 15,6-23,3
ng/l, con preferencia especial, en el intervalo de 10-50 ng/l, con preferencia muy especial, en el intervalo de 5-100
ng/l y más preferentemente aún, en el intervalo de 1-500 ng/l. También se prefiere una muestra de referencia con una
concentración de sFlt-1 en el intervalo de 37,4-56,5 ng/l, con preferencia especial, en el intervalo de 25-100 ng/l, con
preferencia muy especial, en el intervalo de 10-250 ng/l y más preferentemente aún en el intervalo de 5-500 ng/l. Otra
muestra de referencia preferida muestra una concentración de PIGF que se halla en el intervalo de valor de corte para
el PIGF, determinado experimentalmente o indicado por el fabricante, con un 25%, con preferencia especial, ± 50% y
con preferencia muy especial, 100%. Otra muestra de referencia preferida presenta una concentración del sFlt-1, que
se halla en el intervalo de valor de corte para el sFlt-1, determinado experimentalmente o indicado por el fabricante,
en un ± 25%, con preferencia especial, en un ± 50% y con preferencia muy especial, en un ± 100%. La muestra de
referencia también puede contener agentes para la estabilización del PIGF y/o de sFlt-1, preferentemente inhibidores
de proteasas. En una forma de realización de la invención se usa esta muestra de referencia conforme a la invención
en un procedimiento para el diagnóstico, estratificación del riesgo y/o supervisión de una enfermedad vascular con
etiología aterosclerótica y/o para estimar la probabilidad, de desarrollar una enfermedad de este tipo.

En una forma de realización, el kit conforme a la invención abarca al menos un agente para la cuantificación de
PIGF y al menos un agente para la cuantificación de sFlt-1 en una muestra que hay que analizar, opcionalmente com-
puesta por unidades de embalaje separadas, presentando el kit además al menos una muestra de referencia conforme a
la invención. La muestra de referencia puede contener: (i) PIGF, (ii) sFlt-1 o (iii) PIGF y sFlt-1. El kit también puede
contener el medio de información arriba descrito. Un kit puede también abarcar uno o más elementos de ensayo.
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Un kit de diagnóstico puede contener otros componentes y/o materiales auxiliares. Por ejemplo, el kit puede con-
tener otras explicaciones para interpretar los resultados del ensayo así como eventualmente propuestas terapéuticas. El
kit también puede contener uno o más elementos de ensayo o consistir en varios elementos de ensayo.

Descripción precisa de la invención

La presente invención se ha de explicar a continuación con mayor detalle por medio de ejemplos haciendo referen-
cia a las figuras anexas, sin que la invención se vea limitada por ellos. En las figuras:

Figura 1: muestra la relación entre las concentraciones en plasma de sFlt-1 y PIGF.

Figura 2: muestra concentraciones de sFlt-1 respecto del estado inicial de PIGF, así como concentraciones de PIGF
respecto de la concentración inicial de sFlt-1.

Figura 3: muestra índices de episodios determinados según Kaplan-Meier, donde la incidencia acumulativa de
muerte, infarto de miocardio no mortal, ataque apopléjico y resucitación se refiere a la concentración inicial de PIGF
en plasma (n = 230). Los pacientes se dividieron en grupos según las concentraciones medias de PIGF en PIGF (17,7
ng/l).

Figura 4: muestra índices de episodios determinados según Kaplan-Meier, en donde la incidencia acumulativa de
muerte, infarto de miocardio no mortal, ataque apopléjico y resucitación se refiere a la concentración inicial de sFlt-1
en plasma (n = 230). Los pacientes se dividieron en grupos según la concentración media de sFlt-1 (56,5 ng/l).

Figura 5: muestra la importancia de pronóstico de PIGF para la incidencia de muerte, infarto de miocardio no
mortal, ataque apopléjico y resucitación respecto de las concentraciones de sFlt-1. Los pacientes se dividieron en
tercilos según las concentraciones de PIGF (<15,6; 15,6-23,3; >23,3 ng/l) o bien las concentraciones de sFlt-1 (<37,4;
37,4-91,4; >91,4 ng/l) (n = 230).

Figura 6: muestra índices de episodios determinados según Kaplan-Meier, donde la incidencia acumulativa de
muerte, infarto de miocardio no mortal, ataque apopléjico y resucitación se refiere a la concentración inicial de Flt-1 o
bien PIGF (n = 230). Los pacientes se dividieron en grupos según las concentraciones medias de sFlt-1 y PIGF.

Figura 7: muestra modificaciones de las concentraciones en PIGF o bien sFlt-1 respecto de un tratamiento aleato-
rizado durante la posterior observación. Las muestras se obtuvieron al comienzo (valor de base), después de 30 días y
12 meses (n ≥ 80).

A. Pacientes y métodos

1. Pacientes

Los pacientes investigados en este estudio eran aquellos que ya habían participado en el estudio OPTIMAAL
(Optimal Trial in Miocardial Infarction with Angiotensin II Antagonist Losartan) y habían padecido de un infarto de
miocardio. El diseño y los principales resultados del estudio OPTIMAAL ya se describieron con anterioridad (11).
El presente estudio comprende un grupo de 230 pacientes con infarto de miocardio comprobado y una disfunción
del ventrículo izquierdo y/o una insuficiencia cardiaca durante la fase aguda del infarto de miocardio. Los pacientes
se dividieron en grupos aleatoriamente y se los ajustó a una dosis de losartano (1 x 50 mg/día) o captoprilo (3 x 50
mg/día), según la tolerancia. Entre los dos grupos tratados, no había diferencias esenciales respecto de las caracterís-
ticas iniciales.

2. Análisis bioquímicos

A los pacientes se les extrajo sangre por la mañana en ayunas, con lo cual se obtuvieron muestras de sangre en
tubitos al vacío libres de pirógenos con EDTA. Los tubitos se sumergieron de inmediato en agua helada, se centrifu-
garon en un lapso de 15 minutos (1.000 g, 4ºC, 15 minutos), y el plasma se almacenó en forma de un sinnúmero de
alícuotas a -80ºC hasta el análisis. La determinación de los marcadores era ciega, es decir, sin conocimiento de las his-
torias de los pacientes y su correspondiente tratamiento, se llevó a cabo en el laboratorio central de la Universidad de
Francfurt. Se midieron PIGF, VEGF, sFIt-1 y ligando sCD40 (sCD40L) usando la técnica ELISA (todos los reactivos
eran de R&D Systems, Wiesbaden) (7, 12, 13). Se midió proteína reactiva C altamente sensible (hsCRP) usando el
nefelómetro Behring BN II (Dade-Behring, Deerfield, Illinois) (14).

3. Puntos finales del estudio

En relación con el presente estudio, se estableció un punto final que se componía de varios parámetros. Estaban
incluidos la mortalidad total, independiente de la causa de muerte, una resucitación después de paro cardiaco, un
infarto de miocardio repetido no mortal, así como un ataque apopléjico. Una descripción más precisa del diseño y la
organización del estudio OPTIMAAL ya se ha publicado con anterioridad (11, 15).
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4. Procedimientos estadísticos

Se terminó un modelo de regresión logística para determinar el riesgo relativo de episodios vasculares (16). La
división de los grupos se realizó según la concentración media de cada biomarcador. Se terminó un modelo de regresión
logístico para determinar el riesgo relativo de muerte, infarto de miocardio no mortal, ataque apopléjico y la necesidad
de una resucitación (16). La repercusión de las características iniciales y los marcadores bioquímicos en cada una de
las relaciones ensayadas entre concentraciones de PIGF o bien concentraciones de sFlt-1 y episodios vasculares se
analizó por medio de modelos de regresión logísticos con función gradual. Todos los resultados que se obtuvieron
para variables continuas, se indican como valor medio ± discrepancia estándar. Se analizaron comparaciones entre los
grupos por medio de la prueba t (bilateral). Se realizó una comparación de las variables categóricas por medio de la
prueba de Pearson χ2. Los valores de p < 0,05 se consideraron como estadísticamente significativos. Todos los análisis
se realizaron usando el Software SPSS 11.5 (SPSS Inc., Chicago, Illinois).

Los parámetros estadísticos son: n = 230, faltante 10; mediana(PIGF) = 17,7250, mediana(SALT−1) = 56,5000; percen-
tilos = 33,33333333, 15,5700, 37,4300, 66, 66666667, 23,2700, 91,4100.

En la evaluación según Kaplan-Meier, se trata de un procedimiento estándar estadístico para el cálculo de diferen-
cias en la tasa de mortalidad o la tasa de una supervivencia libre de episodios.

B. Resultados

Las concentraciones iniciales de sFlt-1 en plasma mostraron un valor medio de 183,2 ± 465,6 ng/l (intervalo 5,0 a
2503,4), y las concentraciones iniciales de PIGF en plasma eran de 24,0 ± 20,0 ng/l (intervalo 5,0 a 144,9). Cuando
se unieron las concentraciones en plasma de sFlt-1 con biomarcadores tradicionales, no se dio una correlación con
concentraciones de hsCRP (coeficiente de correlación de rangos según Spearman r = -0,12; p = 0,08), por el contrario,
el análisis de correlación bivariable mostró una correlación inversa significativa entre sFlt-1 y 5CD40L, a pesar de que
los coeficientes de correlación con r = 0,17 (p = 0,018) eran bajos. Más allá de ello, no resultó ninguna correlación
significativa entre VEGF (r = -0,03; p = 0,66) o bien PIGF (r = 0,05; p = 0,44) y concentraciones en plasma de
sFIt-1 (Fig. 1), a pesar de que las concentraciones de sFIt-1 en pacientes con mayores concentraciones de PIGF eran
significativamente mayores (Fig. 2).

Ejemplo 1

Relación entre episodios vasculares y las concentraciones en plasma de PIGF y sFlt-1

Los pacientes se dividieron según sus concentraciones medias de biomarcadores. Las características iniciales se
diferenciaban en pacientes con altas concentraciones de PIGF y en pacientes con bajas concentraciones de PIGF
respecto de las concentraciones de sFlt-1 (Tabla 1). En pacientes con mayores concentraciones de PIGF, los índices
de episodios para los puntos finales combinados mortalidad, infarto de miocardio no mortal, ataque apopléjico y
resucitación en comparación con aquellos con bajas concentraciones de PIGF eran significativamente mayores (38,8%
vs. 18,3%; p = 0,001) (Fig. 3). Respecto de los episodios vasculares más importantes (muerte e infarto de miocardio no
mortal), las diferencias permanecieron con un índice de episodios del 30,4% en pacientes con mayores concentraciones
de PIGF en comparación con el 15,7% en pacientes con bajas concentraciones de PIGF (Odds Ratio 2,36 [95% de Cl
1,24-4,48]; p = 0,012).

Las características iniciales se distinguen en pacientes con altas concentraciones de sFlt-1 y pacientes con bajas
concentraciones de sFIt-1 en cuanto a las concentraciones de BNP, sCD40L y PIGF, así como la incidencia de nuevos
picos Q en el ECG y la duración de una permanencia estacionaria (Tabla 1). En pacientes con mayores concentraciones
de sFlt1-1, los índices de episodios para los puntos finales combinados de mortalidad, infarto de miocardio no mortal,
ataque apopléjico y resucitación eran según tendencia menores que en pacientes con menores concentraciones de sFlt-
1 (22,6% vs. 33,9%; p = 0,08) (Fig. 4). Se observó una diferencia no significativa para los episodios vasculares más
importantes (muerte e infarto de miocardio no mortal) en el 19,1% de los pacientes con mayores concentraciones de
sFlt-1 en comparación con el 27,0% en pacientes con menores concentraciones de sFlt-1 (Odds Ratio 0,64 [95% de
Cl 0,34-1,19]; p = 0,21).
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TABLA 1

Características de base respecto de las concentraciones en plasma de PIGF y sFlt-1
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Ejemplo 2

Interacción entre PIGF y sFlt-1

Los pacientes con mayores concentraciones de PIGF presentaban también mayores concentraciones de sFlt-1 (Fig.
2). En un intervalo considerable se superpusieron las concentraciones de sFlt-1 de los dos grupos, lo cual indicaba
que sorprendentemente el aumento compensatorio de las concentraciones de sFlt-1 en pacientes con mayores concen-
traciones de PIGF no era unitario y no se podía observar en todos los pacientes. Los pacientes con concentraciones
de PIGF en los dos tercilos superiores, pero que no presentaban un aumento de las concentraciones de sFlt-1 (tercilo
inferior), mostraron en comparación con pacientes que presentaban concentraciones de sFlt en el tercilo superior, pero
mayores concentraciones de PIGF similares, secuelas desventajosas (Fig. 5). Si las concentraciones de PIGF sólo eran
ligeramente elevadas (segundo tercilo), parecía que incluso un aumento moderado de las concentraciones de sFlt-1
protegía a los pacientes de secuencias desventajosas. Por el contrario, en pacientes con concentraciones muy eleva-
das de PIGF (tercer tercilo) sólo aquellos pacientes con concentraciones de sFlt-1 en el tercilo superior mostraron un
índice de episodios significativamente menor. Cuando los pacientes según sus concentraciones de PIGF o de sFlt-1
se clasificaron en dos grupos, el pronóstico de los pacientes con altas concentraciones de sFlt-1 no se distinguió de
modo significativo de los pacientes con altas o bajas concentraciones de PIGF (Fig. 6). Conforme a ello, la relación
de PIGF y sFlt-1 es un parámetro independiente apropiado para el pronóstico de episodios vasculares (Odds Ratio
4,00 [95% de Cl 2,14-7,23]; p < 0,001), que es superior a la determinación individual de uno de los parámetros de
modo significativo. Los índices de episodios en pacientes con bajas concentraciones de PIGF eran del 14,0% y eran
independientes de las concentraciones de sFlt-1 (p = 0,95). Por el contrario, los índices de episodios en pacientes con
altas concentraciones de PIGF eran del 55,8%, cuando las concentraciones de sFlt-1 eran bajas, pero del 24,3% cuando
se elevaron las concentraciones de sFlt-1 (p = 0,002).

En resumen, de la Fig. 6 se puede extraer lo siguiente:

(a) Una relación de [PIGF = alto: sFlt-1 = bajo] remite a un gran riesgo para el paciente de un episodio desventajoso
para él, como muerte, infarto de miocardio no mortal y ataque apopléjico.

(b) Si el valor de PIGF es, por el contrario, bajo, se reduce claramente el riesgo para un episodio desventajoso,
independientemente de que el valor de sFlt-1 sea alto o bajo.

(c) Con una relación de [PIGF = bajo : sFlt-1 = alto], el riesgo para un episodio desventajoso es particularmente
bajo.

(d) Si el valor de sFlt-1 es alto, el riesgo para un episodio desventajoso se reduce claramente, independientemente
de que el valor de PIGF sea alto o bajo.

Ejemplo 3

Análisis de regresión multivariable

A fin de seguir investigando la independencia de pronóstico potencial de cada uno de los biomarcadores, se llevó
a cabo un análisis de regresión logística multivariable gradual que comprendía PIGF y sFlt-1, así como otros marca-
dores bioquímicos tales como, por ejemplo, BNP, un marcador de la activación neurohumoral, hsCRP, una proteína
clásica de fase aguda y sCD40L, un marcador de la activación tromboinflamatoria. También se tuvieron en cuenta
las características de base que mostraban una importancia pronóstica significativa en un modelo univariable. Para los
puntos finales combinados después de un período de observación de 4 años, sólo dos factores de riesgo establecidos,
a saber edad avanzada y diabetes, se mostraron como parámetros de pronóstico independientes, después de haber sido
aceptados los marcadores bioquímicos en el modelo (Tabla 2). Los marcadores BNP (p = 0,043), sCD40L (p = 0,007),
PIGF (p = 0,001) y sFlt-1 (p = 0,006) permanecieron siendo parámetros importantes e independientes de pronóstico
para el posterior curso de la enfermedad, mientras que hsCRP perdió algo de importancia después de incorporar PIGF
en el modelo (p = 0,77 después de la incorporación de PIGF).
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TABLA 2

Modelo de regresión logística multivariable para infarto de miocardio con fin mortal y no mortal
en el curso de un período de observación posterior de 4 años

Ejemplo 4

Modificaciones de los biomarcadores durante el período de observación

En concordancia con los resultados de los estudios derivados del grupo total de pacientes, no se dio en cuanto al
curso clínico ninguna diferencia entre los dos grupos de tratamiento (captoprilo o losartano). Más allá de ello, ni en
pacientes con altas concentraciones ni en pacientes con bajas concentraciones de PIGF se observó un retroceso de los
episodios (PIGF bajo: 19% de índice de episodios en el grupo de captoprilo vs. 17,5% en el grupo de losartano; p =
1,00; PIGF alto: 41,1% vs. 35,6%; p = 0,57). Se obtuvieron similares resultados para las concentraciones de sFlt-1:
sFlt-1 alto: 22,2% en el grupo de captoprilo vs. 23,9% en el grupo de losartano (p = 1,00); sFlt1 bajo: 36,7% en el
grupo de captoprilo vs. 30,9% en el grupo de losartano (p = 0,56). Además, se mostró que en pacientes con muestras
en serie disponibles (día 0, 30 días y 1 año; n > 80 para cada grupo y cada momento) disminuyeron continuamente
tanto las concentraciones de PIGF como las de sFlt-1 durante el período de observación, con lo cual no se produjeron
diferencias entre los grupos de tratamiento (Fig. 7).

Los resultados del presente estudio muestran que mayores niveles en sangre de PIGF están ligados con episodios
vasculares para pacientes después de un infarto de miocardio. En concordancia con un nuevo estudio en pacientes
con enfermedades cardiaca coronarias agudas (7), la importancia de pronóstico de las concentraciones de PIGF en
plasma era independiente de otros biomarcadores que representan los procesos fisiopatológicos distintos. Mayores
concentraciones de PIGF proporcionaron un valor de pronóstico que tenía más fuerza aseverativa que las informaciones
derivadas de las concentraciones de hsCRP en plasma. Por medio de análisis de regresión multivariante se identificaron
otros marcadores bioquímicos diferentes, incluyendo péptido natriurético de tipo B, un marcador de una activación
neurohumoral, sCD40L, un marcador de una activación tromboinflamatoria, y PIGF, un marcador de una inflamación
vascular, como parámetros de pronóstico para el posterior curso de la enfermedad durante los siguientes 4 años. Sin
embargo, el nuevo e importante hallazgo del presente estudio consiste en que se modula la importancia de pronóstico
de PIGF por sFlt1. Estos hallazgos documentan que el equilibrio entre PIGF y su receptor soluble sFlt1 como único
regulador endógeno conocido es un determinante esencial en cuanto al ulterior curso de la enfermedad en pacientes
con infarto de miocardio agudo.

Tanto la causa de las mayores concentraciones de sFlt-1 como también las señales que regulan hacia arriba la
expresión de Flt-1 en pacientes que padecieron de un infarto agudo de miocardio, actualmente no se conocen. La
hipoxia es un estímulo potente para la regulación hacia arriba de la expresión de Flt-1 (6, 19). Es posible que una gran
parte de sFlt-1 sea liberada a través del llamado “shedding” por las células inflamatorias (3, 9, 20). Independientemente
de los mecanismos involucrados en el aumento de las concentraciones de sFlt-1 en plasma, los resultados del presente
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estudio destacan el papel clave que se le asigna al equilibrio entre los mediadores pro- y antiinflamatorios para la
estratificación del riesgo en el marco de una enfermedad cardiaca coronaria aguda (21).

Pero sobre todo estos estudios permiten esperar haber desarrollado estrategias antiinflamatorias netas para poder
contrarrestar el avance de una aterosclerosis existente. La infusión de sFlt-1 con la finalidad de reducir las concentra-
ciones de PIGF activo circulante en pacientes con enfermedad cardiaca coronaria inestable o de rápido avance podría
ser particularmente efectiva en aquellos pacientes que presentan mayores concentraciones de PIGF y najas concentra-
ciones de su inhibidor sFlt-1.

Los resultados del presente estudio muestran que mayores concentraciones de PIGF en plasma, un marcador para
una inflamación vascular, en pacientes después de infarto de miocardio están ligados con un mayor riesgo para poste-
riores episodios vasculares. La fuerza aseverativa de pronóstico depende, sin embargo, de la concentración de sFlt-1,
lo cual soporta la hipótesis de que sFlt-1 regula la actividad de PIGF por unión e inactivación. Estos hallazgos podrían
proporcionar la base para un nuevo enfoque terapéutico antiinflamatorio, en el que se usa sFlt-1 para reducir PIGF
circulante en pacientes que presentan un mayor riesgo de un episodio vascular desventajoso.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un procedimiento in vitro, que comprende las siguientes etapas:

(a) preparación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra;

para el diagnóstico, la estratificación del riesgo y/o el control de una enfermedad vascular con etiología ateroscle-
rótica y/o para estimar la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo.

2. Uso de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el procedimiento también comprende la siguiente etapa:

(d) comparación de los valores determinados en (b) y (c) de PIGF y sFlt-1 con un valor de referencia en cada caso
y/o un valor determinado en cada caso en una muestra de referencia;

y/o comprende las siguientes etapas:

(d’) formación de una relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor de sFlt-1 determinado en (c);

(e’) comparación del valor determinado en (d’) con un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra
de referencia.

3. Uso de acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, en donde la enfermedad vascular es una enfermedad cardiaca
coronaria, enfermedad cerebrovascular y/o una enfermedad oclusiva arterial periférica.

4. Uso de acuerdo con la reivindicación 3, en donde la enfermedad cardiaca coronaria es un síndrome coronario
agudo, con preferencia, angina de pecho inestable o infarto de miocardio agudo.

5. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en donde la muestra que hay que analizar es sangre
periférica o una de sus fracciones, con preferencia, plasma sanguíneo o suero sanguíneo.

6. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en donde la estratificación del riesgo comprende
una determinación de una probabilidad para un episodio desventajoso, consistente en muerte, infarto de miocardio no
mortal y/o ataque apopléjico.

7. Uso de acuerdo con la reivindicación 6, en donde un valor de PIGF por encima de un valor de referencia de
PIGF de preferentemente > 15,6 ng/l, con preferencia especial > 17,7 ng/l, con preferencia muy especial > 23,3 ng/l,
y un valor de sFlt-1 por debajo de un valor de referencia de sFlt-1 de preferentemente < 56,5 ng/l, con preferencia
especial < 37,4 ng/l, indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

8. Uso de acuerdo con una reivindicación 6 ó 7, en donde una concentración de PIGF, que esté en los dos tercilos
superiores de un colectivo de referencia, y una concentración de sFlt-1, que esté en el tercilo inferior del colectivo de
referencia, indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

9. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 6 a 8, en donde una relación de [PIGF = alto : sFlt-1 = bajo]
indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

10. Uso de acuerdo con la reivindicación 9, en donde una concentración de PIGF > 15,6 ng/l, con preferencia >
17,7 ng/l, con preferencia especial > 23,3 ng/l, significa una alta concentración de PIGF.

11. Uso de acuerdo con la reivindicación 9 ó 10, en donde una concentración de sFlt-1 < 56,5 ng/l, con preferencia
< 37,4 ng/l, significa una baja concentración de sFlt-1.

12. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones 9 a 11, en donde una relación de [PIGF : sFlt-1] ≥ 0,31, con
preferencia ≥ 0,42, con preferencia especial ≥ 0,62 indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

13. Uso de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes, en donde el procedimiento comprende una cuanti-
ficación de al menos otro biomarcador, con preferencia VEGF, sCD40L, PAPP-A, MPO, mioglobina, creatina-quinasa,
en especial CK-MB, troponina, en especial troponina I, troponina T y/o sus complejos, CRP, cistatina C, péptidos na-
triuréticos, en especial ANB, BNP y/o NT-proBNP.
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14. Procedimiento in vitro para el diagnóstico, la estratificación del riesgo y/o el control de una enfermedad vascular
con etiología aterosclerótica y/o para la estimación de la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo, en
donde el procedimiento comprende las siguientes etapas:

(a) preparación de una muestra de un paciente que hay que analizar;

(b) cuantificación de PIGF en la muestra;

(c) cuantificación de sFlt-1 en la muestra.

15. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 14, en donde el procedimiento comprende además la siguiente
etapa:

(d) comparación de los valores determinados en (b) y (c) de PIGF y sFlt-1 con un valor de referencia en cada caso
y/o un valor determinado en cada caso en una muestra de referencia;

y/o comprende las siguientes etapas:

(d’) formación de una relación entre el valor de PIGF determinado en (b) y el valor de sFlt-1 determinado en (c);

(e’) comparación del valor determinado en (d’) con un valor de referencia y/o un valor determinado en una muestra
de referencia.

16. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 ó 15, en donde el paciente presenta una enfer-
medad vascular, consistente en enfermedad cardiaca coronaria, enfermedad cerebrovascular y/o enfermedad oclusiva
arterial periférica, o se sospecha que presenta o que desarrollará la enfermedad mencionada.

17. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 16, en donde la enfermedad cardiaca coronaria es un síndrome
coronario agudo, con preferencia angina de pecho inestable o infarto de miocardio agudo.

18. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 17, en donde se trata al paciente con uno o
varios agentes terapéuticos, compuestos por sFlt-1, agentes antiinflamatorios, agentes antitrombóticos, agentes anti-
plaquetarios, agentes fibrinolíticos, agentes reductores de lípidos, inhibidores directos de trombina y/o inhibidores de
los receptores de la glucoptoteína IIb/IIIa.

19. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 18, en donde la muestra que hay que analizar
es sangre periférica o una de sus fracciones, con preferencia plasma sanguíneo o suero sanguíneo.

20. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 19, en en donde el procedimiento comprende
además una estratificación del riesgo por medio de la determinación de una probabilidad para un episodio desventajoso,
consistente en muerte, infarto de miocardio no mortal y/o ataque apopléjico.

21. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 20, en donde un valor de PIGF por encima de un valor de
referencia de PIGF de preferentemente > 15,6 ng/l, con preferencia especial > 17,7 ng/l, con preferencia muy especial
> 23,3 ng/l, y un valor de sFlt-1 por debajo de un valor de referencia de sFlt-1 de preferentemente < 56,5 ng/l, con
preferencia especial < 37,4 ng/l, indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

22. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 20 ó 21, en donde una concentración de PIGF que está en los
dos tercilos superiores de un colectivo de referencia y una concentración de sFlt-1 que está en el tercilo inferior del
colectivo de referencia, indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

23. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 20 a 22, en donde una relación de [PIGF = alto :
sFlt-1 = bajo] indica una mayor probabilidad para un episodio desventajoso.

24. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 23, en donde una concentración de PIGF > 15,6 ng/l, con
preferencia > 17,7 ng/l, con preferencia especial > 23,3 ng/l, significa una alta concentración de PIGF.

25. Procedimiento de acuerdo con la reivindicación 23 ó 24, en donde una concentración de sFlt-1 < 56,5 ng/l, con
preferencia < 37,4 ng/l, significa una baja concentración de sFlt-1.

26. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 23 a 25, en donde una relación de [PIGF : sFlt-
1] ≥ 0,31, con preferencia ≥ 0,42, con preferencia especial ≥ 0,62, indica una mayor probabilidad para un episodio
desventajoso.

27. Procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 26, en donde el procedimiento comprende una
cuantificación de al menos otro biomarcador, con preferencia VEGF, sCD40L, PAPP-A, MPO, mioglobina, creatina-
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quinasa, en especial CK-MB, troponina, en especial troponina I, troponina T y/o sus complejos, CRP, cistatina C,
péptidos natriuréticos, en especial ANB, BNP y/o NT-proBNP.

28. Uso de un procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 14 a 27 para identificar un paciente que
probablemente resultará beneficiado por el tratamiento con uno o varios agentes terapéuticos, compuestos por sFlt-1,
agentes antiinflamatorios, agentes antitrombóticos, agentes antiplaquetarios, agentes fibrinolíticos, agentes reductores
de lípidos, inhibidores directos de trombina y/o inhibidores de los receptores de la glucoptoteína IIb/IIIa.

29. Kit de diagnóstico, que comprende al menos un agente para la cuantificación de PIGF y al menos un agente para
la cuantificación de sFlt-1 en una muestra que hay que analizar, opcionalmente compuesto por unidades de embalaje
separadas, comprendiendo además el kit al menos una muestra de referencia con una concentración de PIGF > 15,6
ng/l, preferentemente > 17 7 ng/l, con preferencia especial > 23,3 ng/l, y una concentración de sFlt-1 < 56,5 ng/l,
con preferencia < 37,4 ng/l, y opcionalmente también un agente de información, según el cual (i) una concentración
de PIGF que está en los dos tercilos superiores de un colectivo de referencia y una concentración de sFlt-1 que está
en el tercilo inferior del colectivo de referencia y/o (ii) un valor de PIGF por encima del valor de referencia de PIGF
y un valor de sFlt-1 por debajo del valor de referencia de sFlt-1, indica una mayor probabilidad para un episodio
desventajoso consistente en muerte, infarto de miocardio no mortal y/o ataque apopléjico.

30. Uso de un kit de acuerdo con la reivindicación 29 para el diagnóstico, la estratificación del riesgo y/o el control
de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica y/o para la estimación de la probabilidad de desarrollar una
enfermedad de este tipo, o para llevar a cabo el procedimiento de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 28.

31. Uso de un kit de diagnóstico, que comprende al menos un agente para la cuantificación de PIGF y al menos un
agente para la cuantificación de sFlt-1 en una muestra que hay que analizar, opcionalmente compuesto por unidades
de embalaje separadas, comprendiendo además el kit un agente para información, según el cual (i) una concentración
de PIGF que está en los dos tercilos superiores de un colectivo de referencia y una concentración de sFlt-1, que está
en el tercilo inferior del colectivo de referencia y/o (ii) un valor de PIGF por encima del valor de referencia de PIGF
y un valor de sFlt-1 por debajo del valor de referencia de sFlt-1, indica una mayor probabilidad para un episodio
desventajoso, seleccionado del grupo consistente en muerte, infarto de miocardio no mortal o ataque apopléjico, para
el diagnóstico, la estratificación del riesgo y/o el control de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica
y/o para estimar la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo, o para llevar a cabo el procedimiento de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 28.

32. Uso de un elemento de ensayo que comprende una zona para aplicación de la muestra para aplicar la muestra
y de parejas de unión de PIGF específicas marcadas y parejas de unión de sFlt-1, en donde las parejas de unión están
presentes opcionalmente en el elemento de ensayo y en donde la zona de aplicación de la muestra está en contacto
con al menos una zona de comprobación y la zona de comprobación comprende áreas separadas espacialmente para
la unión específica de PIGF y sFlt-1, para el diagnóstico, la estratificación del riesgo y/o el control de una enferme-
dad vascular con etiología aterosclerótica y/o para estimar la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo,
y/o para identificar un paciente, que probablemente resultará beneficiado por el tratamiento con uno o varios agen-
tes terapéuticos, compuestos por sFlt-1, agentes antiinflamatorios, agentes antitrombóticos, agentes antiplaquetarios,
agentes fibrinolíticos, agentes reductores de lípidos, inhibidores directos de trombina y/o inhibidores de receptores de
glucoproteína IIb/IIIa.

33. Uso de un elemento de ensayo inmunocromático que comprende al menos un agente para la cuantificación de
PIGF y al menos un agente para la cuantificación de sFlt-1 en una muestra que hay que analizar, para el diagnóstico,
la estratificación del riesgo y/o el control de una enfermedad vascular con etiología aterosclerótica y/o para la estima-
ción de la probabilidad de desarrollar una enfermedad de este tipo, y/o para identificar un paciente que probablemente
resultará beneficiado por el tratamiento con uno o varios agentes terapéuticos compuestos por sFlt-1, agentes anti-
inflamatorios, agentes antitrombóticos, agentes antiplaquetarios, agentes fibrinolíticos, agentes reductores de lípidos,
inhibidores directos de trombina y/o inhibidores de receptores de glucoproteína IIb/IIIa.
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