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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para el diagndstico y prondstico de lesion renal e insuficiencia renal

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la solicitud de patente provisional de Estados Unidos
61/288 327 presentada el 20 de diciembre de 2009, solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/308 861
presentada el 26 de febrero de 2010, solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/410 875 presentada el 6
de noviembre de 2010, solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/410 878 presentada el 6 de noviembre
de 2010, solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/410 879 presentada el 6 de noviembre de 2010 y
solicitud de patente provisional de Estados Unidos 61/410 880 presentada el 6 de noviembre de 2010.

Antecedentes de lainvencion

Lo comentado a continuacion sobre los antecedentes de la invencién se proporciona simplemente para ayudar al lector
a comprender la invencion y no se admite describir ni constituir ninguna técnica anterior a la presente invencion.

El rifién es responsable de la excrecion de agua y solutos del cuerpo. Sus funciones incluyen el mantenimiento del
equilibrio de acidos y bases, la regulacién de las concentraciones de electrolitos, el control del volumen sanguineo y
regulacion de la presién sanguinea. Como tal, la pérdida de la funcién renal por lesion y/o enfermedad produce
morbilidad y mortalidad sustancial. Se proporciona un andlisis detallado de lesiones renales en Harrison's Principles
of Internal Medicine, 172 Ed., McGraw Hill, Nueva York, paginas 1741-1830. La enfermedad y/o lesién renal puede ser
aguda o cronica. La enfermedad renal aguda y crénica se describe de la siguiente manera (de Current Medical
Diagnosis & Treatment 2008, 472 Ed, McGraw Hill, Nueva York, paginas 785-815): “La insuficiencia renal aguda es el
empeoramiento de la funcion renal durante horas a dias, que produce la retencién de residuos nitrogenados (tal como
nitrégeno ureico) y creatinina en la sangre. La retencion de estas sustancias se denomina azoemia. La insuficiencia
renal crénica (enfermedad renal crénica) es el resultado de una pérdida anémala de funcion renal durante meses a
afos”.

La insuficiencia renal aguda (IRA, también conocida como lesion renal aguda, LRA) es una reduccién repentina
(normalmente detectada en aproximadamente 48 horas a 1 semana) en la filtracion glomerular. Esta pérdida de
capacidad de filtracién produce la retencién de productos residuales nitrogenados (urea y creatinina) y no nitrogenados
que normalmente se excretan por el rifién, una reduccion en la produccion de orina, 0 ambas cosas. Se describe que
la IRA complica aproximadamente el 5% de los ingresos hospitalarios, el 4-15 % de las cirugias de derivacion
cardiopulmonar y hasta el 30 % de ingresos de cuidados intensivos. LA IRA se puede categorizar como de etiologia
prerrenal, renal intrinseca o posrenal. La enfermedad renal intrinseca se puede dividir adicionalmente en anomalias
glomerulares, tubulares, intersticiales y vasculares. Las causas principales de la IRA se describen en la siguiente tabla,
gue esta adaptada del Merck manual, 172 ed., capitulo 222:

Tipo Factores de riesgo

Prerrenal

Disminucién del volumen Diuresis excesiva, hemorragia, pérdidas de Gl, pérdida de liquido intravascular
de ECF en el espacio extravascular (debido a ascitis, peritonitis, pancreatitis, o

quemaduras), pérdida de piel y membranas mucosas, estados de disminucion de
sal y agua renales

Gasto cardiaco bajo Cardiomiopatia, IM, tamponamiento cardiaco, embolia pulmonar, hipertension
pulmonar, ventilacién mecéanica de presién positiva

Resistencia vascular Choque séptico, insuficiencia hepatica, farmacos antihipertensivos

sistémica baja

resistencia vascular renal AINE, ciclosporinas, tacrolimus, hipercalcemia, anafilaxia, anestésicos,

aumentada obstruccién de la arteria renal, trombosis de |la vena renal, septicemia, sindrome
hepatorrenal

Tono arteriolar eferente Inhibidores de ACE o bloqueantes del receptor de angiotensina Il

disminuido (gque produce
TFR disminuida a partir de
presién transcapilar
glomerular reducida,
especialmente en
pacientes con estenosis de
arteria renal bilateral)
Renal intrinseca

Lesion tubular aguda Isquemia (estado prerrenal prolongado o grave): cirugia, hemorragia, obstruccion
arterial o venosa; Toxinas: AINE, ciclosporinas, tacrolimus, aminoglucésidos,
foscamet, etilenglicol, hemoglobina, mioglobina, ifosfamida, metales pesados,
metotrexato, agentes de contraste radiopacos, estreptozotocina
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(continuacién)
Tipo Factores de riesgo
Glomerulonefritis aguda Asociada con ANCA: glomerulonefritis semilunar, poliarteritis nodosa,
granulomatosis de Wegener; glomerulonefritis anti-GBM: sindrome de
Goodpasture; complejos inmunitarios: glomerulonefritis lupus, glomerulonefritis
posinfecciosa, glomerulonefritis crioglobulinémica
Nefritis tubulointersticial Reaccion a farmacos (por ejemplo, pB-lactamas, AINE, sulfonamidas,
aguda ciprofloxacina, diuréticos de tiacida, furosemida, fentoina, alopurinol, pielonefritis,
necrosis papilar
Nefropatia vascular aguda | Vasculitis, hipertensién maligna, microangiopatias trombdticas, escleroderma,
ateroembolia
Enfermedades infiltrantes Linfoma, sarcoidosis, leucemia

Posrenal

Precipitacién tubular Acido drico (lisis tumoral), sulfonamidas, triamtereno, aciclovir, indinavir,
metotrexato, ingestién de etilenglicol, proteina de mieloma, mioglobina

Obstruccion ureteral Intrinsecos: Calculos, coagulos, tejido renal desprendido, aspergiloma, edema,

neoplasia maligna, defectos congénitos; Extrinsecos: neoplasia maligna, fibrosis
retroperitoneal, traumatismo ureteral durante cirugia o lesion de alto impacto
Obstruccion de la vejiga Mecanicos: hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata, cancer de vejiga,
constricciones ureterales, fimosis, parafimosis, valvulas ureterales, catéter
urinario permanente obstruido; Neurogénicos: farmacos anticolinérgicos, lesion
de neurona motora superior o inferior

En el caso de IRA isquémica, el curso de la enfermedad se puede dividir en cuatro fases. Durante una fase de
iniciacién, que dura de horas a dias, la perfusion reducida del rifidén evoluciona a lesion. La ultrafiltracién glomerular
se reduce, el flujo de filtrado se reduce debido a particulas en los tlbulos, y se produce el retorno de filtrado a través
del epitelio lesionado. La lesion renal puede estar mediada durante esta fase por reperfusion del rifién. La iniciacién
va seguida por una fase de extensién que se caracteriza por lesién isquémica continuada e inflamacion y puede
implicar dafio endotelial y congestion vascular. Durante la fase de mantenimiento, que dura de 1 a 2 semanas, se
produce lesion de células renales, y la filtracién glomerular y formacion de orina alcanza un minimo. Puede seguir una
fase de recuperacién en la que el epitelio renal se repara y la TFR se recupera gradualmente. A pesar de esto, el
indice de supervivencia de sujetos con IRA puede ser tan bajo como aproximadamente el 60 %.

La lesion renal aguda causada por agentes de radiocontraste (también denominados medios de contraste) y otras
nefrotoxinas, tal como ciclosporina, antibidticos incluyendo aminoglucésidos y farmacos anticancerosos, tal como
cisplatino, se manifiesta durante un periodo de dias hasta aproximadamente una semana. Se piensa que la nefropatia
inducida por contraste (NIC, que es LRA causada por agentes de radiocontraste) esta causada por vasoconstriccion
intrarrenal (que produce lesién isquémica) y de la generacion de especies reactivas del oxigeno que son directamente
toxicas para las células epiteliales tubulares renales. La NIC se presenta clasicamente como una subida aguda (inicio
a las 24-48 h) pero reversible (pico de 3-5 dias, resolucién en 1 semana) en el nitrégeno ureico en sangre y creatinina
en suero.

Un criterio comunmente descrito para definir y detectar LRA es una elevacion repentina (normalmente en
aproximadamente 2-7 dias o en un periodo de hospitalizacion) de la creatinina en suero. Aunque el uso de la elevacion
de creatinina en suero para definir y detectar LRA esta bien establecido, la magnitud de la elevacién de creatinina en
suero y el tiempo durante el cual se mide para definir LRA varia considerablemente entre publicaciones.
Tradicionalmente, para definir la LRA, se usaron aumentos relativamente grandes en la creatinina en suero tales como
el 100 %, el 200 %, un aumento de al menos el 100% hasta un valor por encima de 2 mg/dl y otras definiciones. Sin
embargo, la tendencia reciente ha sido hacia usar subidas de creatinina en suero menores para definir la LRA. La
relacion entre la subida de creatinina en suero, la LRA y los riesgos de salud asociados, se revisan en Praught y
Shlipak, Curr Opin Nephrol Hypertens 14:265-270, 2005 y en Chertow et al, J Am Soc Nephrol 16: 3365-3370, 2005.
Como se describe en estas publicaciones, ahora se sabe que el empeoramiento agudo de la funcién renal (LRA) y el
riesgo aumentado de muerte y otros desenlaces perjudiciales, estan asociados con aumentos muy pequefios en la
creatinina en suero. Estos aumentos se pueden determinar como un valor relativo (porcentaje) o un valor nominal. Se
han descrito aumentos relativos en la creatinina en suero tan pequefios como el 20 % desde el valor prelesién para
indicar empeoramiento agudo de la funcion renal (LRA) y riesgo de salud aumentado, pero el valor mas cominmente
descrito para definir LRA y riesgo de salud aumentado, es un aumento relativo del al menos el 25 %. Se han descrito
aumentos nominales tan pequefios como 0,3 mg/dl, 0,2 mg/dl o incluso 0,1 mg/dl para indicar empeoramiento de la
funcién renal y riesgo aumentado de muerte. Se han usado varios periodos de tiempo para que la creatinina en suero
aumente a estos valores umbrales para definir LRA, por ejemplo, que varian desde 2 dias, 3 dias, 7 dias, o0 un periodo
variable definido como el tiempo que el paciente esta en el hospital o en la unidad de cuidados intensivos. Estos
estudios indican que no hay una subida de creatinina en suero umbral particular (o periodo de tiempo para la subida)
para el empeoramiento de la funcién renal o LRA, sino mas bien un aumento continuo en el riesgo con magnitud
creciente de la subida de creatinina en suero.
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Un estudio (Lassnigg et al., J Am Soc Nephrol 15:1597-1605, 2004) investig6 tanto aumentos como disminuciones de
la creatinina en suero. Los pacientes con una caida suave en la creatinina en suero de -0,1 a -0,3 mg/dl después de
cirugia cardiaca, tuvieron el indice de mortalidad mas bajo. Los pacientes con una caida mayor en la creatinina en
suero (mayor de o igual a -0,4 mg/dl) o cualquier aumento en la creatinina en suero, tuvieron un indice de mortalidad
mayor. Estos descubrimientos produjeron que los autores concluyeran gque incluso cambios muy sutiles en la funcién
renal (detectados por pequefios cambios en creatinina a las 48 horas de la cirugia) afectan seriamente a los
desenlaces del paciente. En un esfuerzo por llegar a un consenso sobre un sistema de clasificacién unificado para
usar creatinina en suero para definir la LRA en ensayos clinicos y en la préctica clinica, Bellomo et al., Crit Care.
8(4):R204-12, 2004, propusieron las siguientes clasificaciones para estratificar a los pacientes con LRA:

“Risk” (“Riesgo”): creatinina en suero aumentada 1,5 veces desde una produccion de orina OR basal de <0,5 ml/kg de
peso corporal/h durante 6 horas;

“Injury” (“Lesion”): creatinina en suero aumentada 2,0 veces desde una produccién de orina OR basal de <0,5 ml/kg/h
durante 12 horas;

“Failure” (“Fallo”): creatinina en suero aumentada 3,0 veces desde creatinina OR basal >355 pmol/l (con un aumento
de >44) o produccién de orina por debajo de 0,3 mi/kg/h durante 24 h o anuria durante al menos 12 horas;

e incluian dos desenlaces clinicos:
“Loss” (“Pérdida”): necesidad persistente de terapia renal sustitutiva durante mas de cuatro semanas.
“ERT": enfermedad renal terminal — la necesidad de didlisis durante méas de 3 meses.

Estos criterios reciben el nombre de criterios RIFLE (por la siglas de Risk, Injury, Failure, Loss, ERT) y proporcionan
una herramienta clinica util para clasificar el estado renal. Como se describe en Kellum, Crit. Care Med. 36: S141-45,
2008 y en Ricci et al., Kidney Int. 73, 538-546, 2008, los criterios RIFLE proporcionan una definicién uniforme de la
LRA que se han validado en numerosos estudios.

Mas recientemente, Mehta et al.,, Crit. Care 11:R31 (d0i:10.1186.cc5713), 2007, proponen las siguientes
clasificaciones similares, que se han modificado de los criterios RIFLE, para estratificar a los pacientes con LRA:

“Estadio I”: aumento de creatinina en suero de mas de o igual a 0,3 mg/dl (= 26,4 uymol/l) o aumento a mas de o igual
al 150 % (1,5 veces) desde la produccién de orina OR basal menor de 0,5 mi/kg por hora durante mas de 6 horas;

“Estadio 11”: aumento de creatinina en suero a mas del 200 % (> 2 veces) desde una produccion de orina OR basal
menor de 0,5 ml/kg por hora durante méas de 12 horas;

“Estadio III”: aumento de la creatinina en suero a mas del 300 % (> 3 veces) desde una creatinina en suero OR basal
= 354 ymol/l acompariado por un aumento agudo de al menos 44 umol/l de produccién de orina OR menor de 0,3 mi/kg
por hora durante 24 horas o anuria durante 12 horas.

El CIN Consensus Working Panel (McCollough et al, Rev Cardiovasc Med. 2006; 7(4): 177-197) usa una subida de
creatinina en suero del 25 % para definir la nefropatia inducida por contraste (que es un tipo de LRA). Aunque varios
grupos proponen criterios ligeramente diferentes para usar creatinina en suero para detectar LRA, el consenso es que
pequefios cambios en la creatinina en suero, tal como 0,3 mg/dl o el 25 %, son suficientes para detectar LRA
(empeoramiento de la funcién renal) y que la magnitud del cambio de creatinina en suero es un indicador de la
gravedad de la LRA y riesgo de mortalidad.

Por ejemplo, Kingsmore et al. (2003) describen, entre otras cosas, que para analizar las respuestas biolégicas en
estados normales y enfermos, pueden utilizarse inmunoensayos multiplexados en micromatrices de proteinas basadas
en anticuerpos (Kingsmore et al. (2003) "Multiplexed protein profiling on antibody-based microarrays by rolling circle
amplification" Current Opinion in Biotechnology, vol. 14, N° 1, pags. 74 a 81).

Aungue la medicion en serie de la creatinina en suero durante un periodo de dias es un método aceptado para detectar
y diagnosticar la LRA y se considera como una de las herramientas mas importantes para evaluar a los pacientes con
LRA, la creatinina en suero generalmente se considera que tiene varias limitaciones en el diagnéstico, la evaluacion y
el seguimiento de pacientes con LRA. El periodo de tiempo para que la creatinina en suero suba a valores (por ejemplo,
una subida de 0,3 mg/dl o el 25 %) considerados como diagnoésticos para la LRA, puede ser de 48 horas o mayor
dependiendo de la definicion usada. Puesto que la lesién celular en la LRA se puede producir durante un periodo de
horas, las elevaciones de creatinina en suero detectadas a las 48 horas o mas pueden ser un indicador tardio de
lesién, y por tanto, basarse en la creatinina en suero puede retrasar el diagndstico de LRA. Ademas, la creatinina en
suero no es un buen indicador del estado exacto de los rifiones y de las necesidades de tratamiento durante las fases
mas agudas de LRA cuando la funcién renal cambia rapidamente. Algunos pacientes con LRA se recuperaran por
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completo, algunos necesitaran didlisis (ya sea a corto plazo o a largo plazo) y algunos tendran otros desenlaces
perjudiciales incluyendo la muerte, acontecimientos adversos cardiacos principales y enfermedad renal cronica.
Puesto que la creatinina en suero es un marcador de la tasa de filtracion, no diferencia entre las causas de LRA
(prerrenal, renal intrinseca, obstruccion posrenal, ateroembdlica, etc.) o la categoria o localizacién de la lesion en
enfermedad renal intrinseca (por ejemplo, de origen tubular, glomerular o intersticial). La produccién de orina esta
similarmente limitada. Saber estas cosas puede ser de vital importancia a la hora de controlar y tratar a pacientes con
LRA.

Estas limitaciones subrayan la necesidad de mejores métodos para detectar y evaluar la LRA, particularmente en los
estadios tempranos y subclinicos, pero también en estadios posteriores cuando se puede producir la recuperacion y
reparacion del rifion. Ademas, hay una necesidad de identificar mejor a pacientes que estan en riesgo de tener una
LRA.

Breve compendio de lainvencion

Es un objeto de la divulgacion proporcionar métodos y composiciones para evaluar la funcién renal en un sujeto. Como
se describe en el presente documento, la medida de una pluralidad de ensayos, en donde uno o mas de los ensayos
se configuran para detectar acido hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina
de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor
de metaloproteinasa 2, factor de crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesién intercelular 1, beta-2-glucoproteina
1, interleucina-1 beta, elastasa de neutréfilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis
tumoral, interleucina-11, catepsina D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13
con motivo C-C, quimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina
de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos 1 (denominados
en su conjunto en el presente documento “marcadores de lesién renal, e individualmente “marcador de lesién renal”).
La pluralidad de ensayos se combina para proporcionar un “enfoque de panel de biomarcadores” que se puede usar
para el diagnéstico, prondstico, estratificacion de riesgos, estadificacion, seguimiento, categorizacién y determinacion
de pautas diagnosticas y de tratamiento adicionales en pacientes que padecen o que estan en riesgo de padecer una
lesién a la funcion renal, funciéon renal reducida y/o insuficiencia renal aguda (también denominada lesion renal aguda).

Estos marcadores de lesion renal se pueden usar en paneles que comprenden una pluralidad de marcadores de lesion
renal, para estratificar el riesgo (es decir, para identificar sujetos que estan en riesgo de una futura lesion a la funcién
renal, de evolucion futura a lesion renal reducida, de evolucién futura a IRA, de mejora futura en la funcién renal, etc.);
para el diagnéstico de una enfermedad existente (es decir, para identificar sujetos que han padecido una lesion a la
funcién renal, que han evolucionado a funcién renal reducida, que han evolucionado a IRA, etc.); para seguir el
deterioro o la mejora de la funcion renal; y para predecir el desenlace médico futuro, tal como una mejora o
empeoramiento de la funcién renal, un riesgo de mortalidad disminuido o aumentado, un riesgo disminuido o
aumentado de que un sujeto requiera terapia renal sustitutiva (es decir, hemodidlisis, didlisis peritoneal, hemofiltracién
y/o trasplante renal), un riesgo disminuido o aumentado de que un sujeto se recupere de una lesion a la funcién renal,
un riesgo disminuido o aumentado de que un sujeto se recupere de IRA, un riesgo disminuido o aumentado de que un
sujeto evolucione a enfermedad renal terminal, un riesgo disminuido o aumentado de que un sujeto evolucione a
insuficiencia renal cronica, un riesgo disminuido o aumentado de que un sujeto padezca rechazo de un rifién
trasplantado, etc.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para evaluar el estado renal en un sujeto, que
comprende:

realizar una pluralidad de ensayos configurados para detectar una pluralidad de marcadores de lesion renal,
comprendiendo la pluralidad de marcadores de lesion inhibidor de metaloproteinasa 2 y proteina de unién al factor de
crecimiento de tipo insulinico 7 y opcionalmente comprendiendo ademas acido hialurénico, inmunoglobulina A,
inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, factor de crecimiento
de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1 beta, elastasa de
neutréfilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina D,
quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C, quimiocinas 1, 2y 3
con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién al factor de crecimiento de
tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos 1 en una muestra de fluido corporal obtenida del sujeto,
para proporcionar uno o mas resultados de ensayo; y correlacionar los resultados de ensayo con el estado renal del
sujeto,

y en donde dichos resultados de ensayo se combinan usando una funcién que convierte dichos resultados de ensayo
en un resultado compuesto Unico y en donde dicha etapa de correlacion comprende correlacionar los resultados de
ensayo con uno o mas de estratificacion de riesgo, diagndstico, pronéstico, estadificacion, clasificacion y seguimiento
de insuficiencia renal aguda (IRA) del sujeto, o en donde dicha etapa de correlacion comprende asignar al sujeto una
probabilidad de uno o mas cambios futuros en el estado renal basandose en los resultados del ensayo,

en donde dichos uno o mas cambios futuros en el estado renal comprenden insuficiencia renal aguda (IRA).

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere al uso in vitro de una pluralidad de biomarcadores,
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comprendiendo la pluralidad de marcadores inhibidor de metaloproteinasa 2 y proteina de unién al factor de
crecimiento de tipo insulinico 7, y opcionalmente comprendiendo ademas acido hialurénico, inmunoglobulina A,
inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, factor de crecimiento
de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1 beta, elastasa de
neutréfilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina D,
quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C, quimiocinas 1, 2y 3
con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de union al factor de crecimiento de
tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos para la evaluacion de lesién renal aguda, en donde el
inhibidor de metaloproteinasa 2 y la proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 se combinan para
determinar un resultado compuesto Unico.

También se divulgan métodos para evaluar el estado renal en un sujeto. Estos métodos comprenden realizar un
método de ensayo que esta configurado para detectar uno o mas marcadores de lesién renal divulgados en el presente
documento en una muestra de fluido corporal obtenida del sujeto. Una pluralidad de resultados de ensayo, por ejemplo,
gue comprenden uno, dos, tres 0 mas concentraciones medidas de marcadores seleccionados del grupo que consiste
en acido hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de unién al factor de
crecimiento de tipo insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de metaloproteinasa 2,
factor de crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesién intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1 beta,
elastasa de neutrofilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11,
catepsina D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C,
quimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién al
factor de crecimiento de tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos 1, se correlacionan después
con el estado renal del sujeto. Esta correlacion con el estado renal puede incluir correlacionar el/los resultado(s) de
ensayo con uno o mas de estratificacion de riesgo, diagndstico, prondstico, estadificacion, clasificacién y seguimiento
del sujeto como se describe en el presente documento. Por tanto, para la evaluacion de la lesion renal, los métodos
utilizan uno o mas marcadores de lesion renal de la presente invencién. Los métodos preferidos comprenden al menos
dos resultados de ensayo seleccionados del grupo que consiste en una concentracion medida de acido hialurénico,
inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de unién al factor de crecimiento de tipo
insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de metaloproteinasa 2, factor de
crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1 beta, elastasa
de neutrofilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina
D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C y quimiocinas 1, 2y
3. En ciertas de estas realizaciones preferidas, los resultados de ensayo comprenden al menos tres de una
concentracion medida de acido hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de
union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de
metaloproteinasa 2, factor de crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1,
interleucina-1 beta, elastasa de neutrdéfilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral,
interleucina-11, catepsina D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo
C-C, quimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién
al factor de crecimiento de tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos 1.

Los paneles preferidos comprenden realizar ensayos que detectan al menos dos de los marcadores de lesion renal
anteriores. En ciertas realizaciones, estos paneles incluyen la mediciéon de inhibidor de metaloproteinasa 2 e
interleucina-11; acido hialurénico e inmunoglobulina A; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7
y elastasa de neutrdfilos; inhibidor de metaloproteinasa 2 y elastasa de neutrdfilos; acido hialuronico y elastasa de
neutrdéfilos; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 e inhibidor de metaloproteinasa 2; proteina
de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico y proteina de union al factor
de crecimiento de tipo insulinico 7; beta-2 glucoproteina 1 y proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico
7; acido hialurénico y alfa-1 antitripsina; componente P del amiloide sérico y proteina de union al factor de crecimiento
de tipo insulinico 7; acido hialurénico y componente P del amiloide sérico; proteina de union al factor de crecimiento
de tipo insulinico 7 e inmunoglobulina A; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 e interleucina-
11; inhibidor de metaloproteinasa 2 y &acido hialurénico; componente P del amiloide sérico e inhibidor de
metaloproteinasa 2; inhibidor de metaloproteinasa 2 y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico e interleucina-11; beta-2
glucoproteina 1 y acido hialurénico; inhibidor de metaloproteinasa 2 e inmunoglobulina A; elastasa de neutrdéfilos y
factor de crecimiento de hepatocitos; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y factor de
crecimiento de hepatocitos; proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y CXCL-1-2 y -3; o elastasa
de neutrofilos y miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral; o inhibidor de
metaloproteinasa 2 y beta-2 glucoproteina 1.

Aun otros paneles preferidos comprenden realizar ensayos que detectan al menos tres de los marcadores de lesion
renal anteriores. En ciertas realizaciones, estos paneles incluyen la medicién de beta-2 glucoproteina 1 y acido
hialurénico y alfa-1 antitripsina; beta-2 glucoproteina 1 y proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7
y alfa-1 antitripsina; beta-2 glucoproteina 1 e inhibidor de metaloproteinasa 2 y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico y
elastasa de neutréfilos y proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7; elastasa de neutréfilos y
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y catepsina D; acido hialurénico y elastasa de neutréfilos
y alfa-1 antitripsina; proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y factor de crecimiento de hepatocitos
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y alfa-1 antitripsina; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 e inmunoglobulina A y alfa-1
antitripsina; acido hialurénico y proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y alfa-1 antitripsina;
elastasa de neutrofilos y factor de crecimiento de hepatocitos y alfa-1 antitripsina; elastasa de neutréfilos y proteina
de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico y proteina de union al factor
de crecimiento de tipo insulinico 7 y factor de crecimiento de hepatocitos; elastasa de neutréfilos y proteina de unién
al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y factor de crecimiento de hepatocitos; elastasa de neutrofilos y proteina
de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 e inhibidor del metaloproteinasa 2; elastasa de neutréfilos e
inhibidor de metaloproteinasa 2 y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico y elastasa de neutréfilos y factor de crecimiento
de hepatocitos; elastasa de neutréfilos e inhibidor de metaloproteinasa 2 y factor de crecimiento de hepatocitos;
elastasa de neutréfilos y componente P del amiloide sérico y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico y componente P del
amiloide sérico y alfa-1 antitripsina; elastasa de neutréfilos y miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral y alfa-1 antitripsina; componente P del amiloide sérico y proteina de unién al factor de crecimiento de
tipo insulinico 7 y alfa-1 antitripsina; acido hialurénico y elastasa de neutrdéfilos y catepsina D; acido hialurénico y
proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y beta-2 glucoproteina 1; acido hialurénico y elastasa de
neutréfilos y componente P del amiloide sérico; elastasa de neutréfilos y proteina de unioén al factor de crecimiento de
tipo insulinico 7 y quimiocina 24 con motivo C-C; catepsina D y elastasa de neutrdfilos e inhibidor de metaloproteinasa
2; &cido hialurdnico y elastasa de neutréfilos e inhibidor de metaloproteinasa 2; o acido hialurénico y proteina de unién
al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 e inhibidor de metaloproteinasa 2.

Lo mas preferiblemente, la pluralidad de ensayos comprende ensayos que detectan uno, dos o tres, o0 mas de proteina
de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7, inhibidor de metaloproteinasa 2, beta-2 glucoproteina 1, elastasa
de neutrofilos, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico y acido hialurénico.

En realizaciones preferidas, los resultados de los marcadores medidos se combinan para proporcionar un valor
compuesto unico. En la técnica se conocen numerosos métodos para combinar resultados de marcadores. En ciertas
realizaciones las funciones usadas para combinar resultados de marcadores se pueden seleccionar del grupo que
consiste en inhibidor de metaloproteinasa 2 x interleucina-11; acido hialurénico x inmunoglobulina A; proteina de unién
al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x elastasa de neutréfilos; inhibidor de metaloproteinasa 2 x elastasa de
neutrdfilos; acido hialurénico x elastasa de neutréfilos; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x
inhibidor de metaloproteinasa 2; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / alfa-1 antitripsina; acido
hialurénico x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7; beta-2 glucoproteina 1 x proteina de unién
al factor de crecimiento de tipo insulinico 7; acido hialurénico / alfa-1 antitripsina; componente P del amiloide sérico x
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7; acido hialurénico x componente P del amiloide sérico;
proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inmunoglobulina A; proteina de union al factor de
crecimiento de tipo insulinico 7 x interleucina-11; inhibidor de metaloproteinasa 2 x acido hialurénico; componente P
del amiloide sérico x inhibidor de metaloproteinasa 2; inhibidor de metaloproteinasa 2 / alfa-1 antitripsina; acido
hialurénico x interleucina-11; beta-2 glucoproteina 1 x acido hialurénico; inhibidor de metaloproteinasa 2 x
inmunoglobulina A; inhibidor de metaloproteinasa 2 x beta-2 glucoproteina 1; beta-2 glucoproteina 1 x acido hialurénico
/alfa-1 antitripsina; beta-2 glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / alfa-1
antitripsina; beta-2 glucoproteina 1 x inhibidor de metaloproteinasa 2 / alfa-1 antitripsina; acido hialurénico x elastasa
de neutrdfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7; elastasa de neutréfilos x proteina de
union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x catepsina D; acido hialurénico x elastasa de neutréfilos / alfa-1
antitripsina; proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento de hepatocitos / alfa-
1 antitripsina; proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inmunoglobulina A / alfa-1 antitripsina;
acido hialuronico x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / alfa-1 antitripsina; elastasa de
neutrdéfilos x factor de crecimiento de hepatocitos / alfa-1 antitripsina; elastasa de neutréfilos x proteina de unién al
factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / alfa-1 antitripsina; acido hialurénico x inmunoglobulina A /alfa-1 antitripsina;
elastasa de neutréfilos x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento de
hepatocitos; elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de
metaloproteinasa 2; elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 / alfa-1 antitripsina; acido hialurénico x
elastasa de neutrofilos x factor de crecimiento de hepatocitos; elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa
2 x factor de crecimiento de hepatocitos; elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico / alfa-1 antitripsina;
acido hialurénico x componente P del amiloide sérico / alfa-1 antitripsina; elastasa de neutréfilos x miembro 11B de la
superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral / alfa-1 antitripsina; componente P del amiloide sérico x proteina
de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / alfa-1 antitripsina; acido hialurénico x elastasa de neutréfilos x
catepsina D; acido hialurénico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x beta-2 glucoproteina
1; &cido hialurdnico x elastasa de neutrofilos x componente P del amiloide sérico; elastasa de neutrdfilos x proteina de
union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 24 con motivo C-C; catepsina D x elastasa de neutréfilos
x inhibidor de metaloproteinasa 2; acido hialurénico x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x
inhibidor de metaloproteinasa 2; elastasa de neutréfilos x factor de crecimiento de hepatocitos; proteina de unién al
factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento de hepatocitos; proteina de unién al factor de
crecimiento de tipo insulinico 7 x CXCL-1-2 y 3; elastasa de neutrofilos x miembro 11B de la superfamilia del receptor
del factor de necrosis tumoral. En estas funciones, los operadores “x” e “/" se refieren a multiplicacion y divisién,
respectivamente. La referencia a “-” en lo anterior forma parte del nombre de un biomarcador, y no pretende referirse
aresta.
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En ciertas realizaciones, los métodos para evaluar el estado renal descritos en el presente documento son métodos
de estratificacién de riesgo del sujeto; es decir, asignan una probabilidad de uno o mas cambios futuros en el estado
renal del sujeto. En estas realizaciones, el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con uno o mas de dichos
cambios futuros. Lo siguiente son realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas.

En realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas, estos métodos comprenden determinar el riesgo de un sujeto
de una futura lesién a la funcioén renal, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con una probabilidad de dicha
lesion futura a la funcién renal. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es) medida(s) se puede(n) comparar con
un valor umbral. Para un marcador de lesién renal “positivo”, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de
padecer una futura lesién a una funcién renal cuando la concentracién medida esta por encima del umbral, con
respecto a una probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral. Para un marcador
de lesion renal “negativo”, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de padecer una futura lesién a una
funcién renal cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, con respecto a una probabilidad asignada
cuando la concentracion medida esta por encima del umbral.

En otras realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas, estos métodos comprenden determinar el riesgo de un
sujeto para una futura funcién renal reducida, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con una probabilidad
de dicha futura funcion renal reducida. Por ejemplo, cada una de las concentraciones medidas se pueden comparar
con un valor umbral. Para un marcador de lesion renal “positivo”, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada
de padecer una futura funcién renal reducida cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, con
respecto a una probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral. Para un marcador
de lesion renal “negativo”, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de padecer una futura funcion renal
reducida cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral, con respecto a una probabilidad asignada
cuando la concentracion medida esta por encima del umbral.

En aun otras realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas, estos métodos comprenden determinar la
probabilidad de un sujeto para una mejora futura en la funcion renal, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n)
con una probabilidad de dicha mejora futura en la funcion renal. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es)
medida(s) se pueden comparar con un valor umbral. Para un marcador de lesién renal “positivo”, al sujeto se le asigna
una probabilidad aumentada de una mejora futura en una funcién renal cuando la concentracién medida esta por
debajo del umbral, con respecto a una probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por encima del
umbral. Para un marcador de lesion renal “negativo”, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de una mejora
futura en la funcién renal cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, con respecto a una probabilidad
asignada cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral.

Incluso en otras realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas, estos métodos comprenden determinar el riesgo
de un sujeto para evolucionar a IRA, y el/los resultado(s) se correlaciona(n) con una probabilidad de dicha evolucién
a IRA. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es) medida(s) se pueden comparar con un valor umbral. Para un
marcador de lesion renal “positivo”, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de evolucién a IRA cuando la
concentracion medida esta por encima del umbral, con respecto a una probabilidad asignada cuando la concentracién
medida esta por debajo del umbral. Para un marcador de lesion renal “negativo”, al sujeto se le asigna una probabilidad
aumentada de evolucion a IRA cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, con respecto a una
probabilidad asignada cuando la concentracion medida esta por encima del umbral.

Y en otras realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas, estos métodos comprenden determinar el riesgo de
desenlace de un sujeto, y el/los resultado(s) se correlaciona(n) con una probabilidad de la aparicion de un desenlace
clinico relacionado con una lesién renal padecida por el sujeto. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es)
medida(s) se pueden comparar con un valor umbral. Para un marcador de lesién renal “positivo”, al sujeto se le asigna
una probabilidad aumentada de uno o mas de: lesién renal aguda, evolucién a un estado de empeoramiento de LRA,
mortalidad, un requisito para terapia renal sustitutiva, un requisito para retirada de toxinas renales, enfermedad renal
terminal, insuficiencia cardiaca, ictus, infarto de miocardio, evoluciéon a enfermedad renal crénica, etc., cuando la
concentracion medida esta por encima del umbral, con respecto a una probabilidad asignada cuando la concentracién
medida estéa por debajo del umbral. Para un marcador de lesién renal “negativo”, al sujeto se le asigna una probabilidad
aumentada de uno o mas de: lesién renal aguda, evolucion a un estado de empeoramiento de LRA, mortalidad, un
requisito para terapia renal sustitutiva, un requisito para retirada de toxinas renales, enfermedad renal terminal,
insuficiencia cardiaca, ictus, infarto de miocardio, evolucién a enfermedad renal crénica, etc., cuando la concentracion
medida esta por debajo del umbral, con respecto a una probabilidad asignada cuando la concentraciéon medida esta
por encima del umbral.

En dichas realizaciones de estratificacion de riesgo, preferiblemente la probabilidad o riesgo que se asigna es que es
mas o0 menos probable que se produzca un acontecimiento de interés 180 dias siguientes al momento en que se
obtiene la muestra de fluido corporal del sujeto. En realizaciones particularmente preferidas, la probabilidad o el riesgo
gue se asigna se refiere a un acontecimiento de interés que se produce en un periodo de tiempo mas corto tal como
18 meses, 120 dias, 90 dias, 60 dias, 45 dias, 30 dias, 21 dias, 14 dias, 7 dias, 5 dias, 96 horas, 72 horas, 48 horas,
36 horas, 24 horas, 12 horas, o0 menor. Un riesgo a las 0 horas del momento en que se obtiene la muestra de fluido
corporal del sujeto, es equivalente a un diagnostico de una afeccién actual.
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En realizaciones de estratificacion de riesgo preferidas, el sujeto se selecciona para la estratificacion de riesgo
basandose en la preexistencia en el sujeto de uno o mas factores de riesgo conocidos para IRA prerrenal, renal
intrinseca o posrenal. Por ejemplo, un sujeto sometido, 0 a punto de someterse, o que ha experimentado cirugia
vascular mayor, derivacion de la arteria coronaria u otra cirugia cardiaca; un sujeto que tiene arteriopatia coronaria,
proteinuria, insuficiencia renal, filtracion glomerular por debajo del intervalo normal, cirrosis, creatinina en suero por
encima del intervalo normal, o septicemia; o un sujeto expuesto a, 0 un sujeto con una afeccion para la que esta
indicada la administracion de uno o mas agentes nefrotéxicos (tal como AINE, ciclosporinas, tacrolimus,
aminoglucosidos, foscarnet, etilenglicol, hemoglobina, mioglobina, ifosfamida, metales pesados, metotrexato, agentes
de contraste radiopacos, 0 estreptozotocina), son todos sujetos preferidos para seguir los riesgos segun los métodos
descritos en el presente documento. No se pretende que esta lista sea limitativa. En este contexto, “preexistencia”
quiere decir que el factor de riesgo existe en el momento en que se obtiene la muestra de fluido corporal del sujeto.
En realizaciones particularmente preferidas, un sujeto se elige para la estratificacion de riesgo basandose en un
diagndstico existente de lesién a la funcion renal, funcién renal reducida, o IRA; o porque la administracion de un
agente nefrotoxico o la realizacion de un procedimiento médico nefrotéxico esta indicada, y el experto en la materia
desea un analisis de riesgo antes del tratamiento.

En otras realizaciones, los métodos para evaluar el estado renal descritos en el presente documento son métodos
para diagnosticar una lesién renal en el sujeto; es decir, evaluar si un sujeto ha padecido o no una lesién a la funcién
renal, funcién renal reducida, o IRA. En estas realizaciones, los resultados de ensayo que comprenden, por ejemplo,
una, dos, tres 0 mas concentraciones medidas de marcadores seleccionados del grupo que consiste en acido
hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de union al factor de crecimiento
de tipo insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de metaloproteinasa 2, factor de
crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1 beta, elastasa
de neutrofilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina
D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C, quimiocinas 1,2y 3
con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de union al factor de crecimiento de
tipo insulinico 3y factor estimulante de colonias de macréfagos 1, se correlacionan con la aparicion o no aparicion de
un cambio en el estado renal. Lo siguiente son realizaciones diagnosticas preferidas.

En realizaciones diagnosticas preferidas, estos métodos comprenden diagnosticar la aparicion o no aparicion de una
lesion a la funcion renal, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con la aparicion o no aparicién de dicha
lesion. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es) medida(s) se puede(n) comparar con un valor umbral. Para
un marcador positivo, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de la aparicion de una lesién a la funcién
renal cuando la concentracion medida esta por encima del umbral (con respecto a la probabilidad asignada cuando la
concentracién medida esta por debajo del umbral); alternativamente, cuando la concentracién medida esta por debajo
del umbral, al sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada de la no aparicion de una lesién a la funcién
renal (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por encima del umbral). Para un
marcador negativo, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de la aparicion de una lesion respecto a una
funcién renal cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral (con respecto a la probabilidad asignada
cuando la concentracion medida esta por encima del umbral); alternativamente, cuando la concentracion medida esta
por encima del umbral, al sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada de la no aparicion de una lesién a
la funcion renal (con respecto a la probabilidad asignada cunado la concentracién medida esta por debajo del umbral).

En otras realizaciones diagnésticas preferidas, estos métodos comprenden diagnosticar la aparicién o no aparicion de
funcién renal reducida, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con la apariciéon o no aparicion de una lesion
gue produce funcién renal reducida. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es) medida(s) se pueden comparar
con un valor umbral. Para un marcador positivo, al sujeto se le se asigna una probabilidad aumentada de la aparicién
de una lesion que produce funcién renal reducida cuando la concentracién medida esta por encima del umbral (con
respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral); alternativamente,
cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada
de la no aparicién de una lesion que produce funcién renal reducida (con respecto a la probabilidad asignada cuando
la concentracién medida estd por encima del umbral). Para un marcador negativo, al sujeto se le asigna una
probabilidad aumentada de la aparicion de una lesiéon que produce funcion renal reducida cuando la concentracion
medida esta por debajo del umbral (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por
encima del umbral); alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, al sujeto se le
puede asignar una probabilidad aumentada de la no apariciéon de una lesién que produce funcién renal (con respecto
a la probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral).

Incluso en otras realizaciones diagnoésticas preferidas, estos métodos comprenden diagnosticar la aparicién o no
aparicion de IRA, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con la aparicién o no aparicién de una lesién que
produce IRA. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es) medida(s) se puede(n) comparar con un valor umbral.
Para un marcador positivo, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de la aparicién de IRA cuando la
concentracién medida esta por encima del umbral (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracion
medida esta por debajo del umbral); alternativamente, cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, al
sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada de la no aparicion de IRA (con respecto a la probabilidad
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asignada cuando la concentracion medida esta por encima del umbral). Para un marcador negativo, al sujeto se le
asigna una probabilidad aumentada de la aparicion de IRA cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral
(con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracion medida esta por encima del umbral);
alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, al sujeto se le puede asignar una
probabilidad aumentada de la no aparicion de IRA (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracion
medida esta por debajo del umbral).

Aun incluso en otras realizaciones diagnésticas preferidas, estos métodos comprenden diagnosticar que un sujeto
necesita terapia renal sustitutiva, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con una necesidad para terapia
renal sustitutiva. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracion(es) medida(s) se pueden comparar con un valor umbral.
Para un marcador positivo, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de la aparicion de una lesion que crea
una necesidad para terapia renal sustitutiva cuando la concentracién medida esta por encima del umbral (con respecto
a la probabilidad asignada cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral); alternativamente, cuando la
concentracién medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada de la no
aparicién de una lesién que crea la necesidad de terapia renal sustitutiva (con respecto a la probabilidad asignada
cuando la concentraciéon medida esta por encima del umbral). Para un marcador negativo, al sujeto se le asigna una
probabilidad aumentada de la apariciéon de una lesiéon que crea una necesidad para terapia renal sustitutiva cuando la
concentracion medida esta por debajo del umbral (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracién
medida esta por encima del umbral); alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral,
al sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada de la no aparicion de una lesién que crea una necesidad
para terapia renal sustitutiva (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por debajo
del umbral).

Aun incluso en otras realizaciones diagndsticas preferidas, estos métodos comprenden diagnosticar que un sujeto
necesita un trasplante renal, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con una necesidad para trasplante
renal. Por ejemplo, cada una de la(s) concentracién(es) medida(s) se pueden comparar con un valor umbral. Para un
marcador positivo, al sujeto se le asigna una probabilidad aumentada de la aparicion de una lesién que crea una
necesidad para trasplante renal cuando la concentracion medida esta por encima del umbral (con respecto a la
probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral); alternativamente, cuando la
concentracién medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una probabilidad aumentada de la no
aparicion de una lesién que crea la necesidad de trasplante renal (con respecto a la probabilidad asignada cuando la
concentracion medida esta por encima del umbral). Para un marcador negativo, al sujeto se le asigna una probabilidad
aumentada de la aparicion de una lesion que crea una necesidad para trasplante renal cuando la concentracion medida
esta por debajo del umbral (con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracién medida esta por encima
del umbral); alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, al sujeto se le puede
asignar una probabilidad aumentada de la no aparicién de una lesion que crea una necesidad para trasplante renal
(con respecto a la probabilidad asignada cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral).

AUn incluso en otras realizaciones, los métodos para evaluar el estado renal descritos en el presente documento son
métodos para seguir una lesion renal en el sujeto; es decir, evaluar si una funcién renal mejora 0 empeora en un sujeto
que ha padecido una lesion a una funcién renal, funcion renal reducida o IRA. En estas realizaciones, los resultados
de ensayo, por ejemplo, una, dos, tres 0 mas concentraciones medidas de marcadores seleccionados del grupo que
consiste en acido hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de unién al factor
de crecimiento de tipo insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de metaloproteinasa
2, factor de crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1
beta, elastasa de neutréfilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-
11, catepsina D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C,
qguimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién al
factor de crecimiento de tipo insulinico 3, y factor estimulante de colonias de macréfagos 1, se correlacionan con la
aparicién o no aparicion de un cambio en el estado renal. Lo siguiente son realizaciones de seguimiento preferidas.

En realizaciones de seguimiento preferidas, estos métodos comprenden seguir el estado renal en un sujeto que
padece una lesién a una funcion renal, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con la apariciéon o no aparicion
de un cambio en el estado renal en el sujeto. Por ejemplo, la(s) concentracion(es) medida(s) se puede(n) comparar
con un valor umbral. Para un marcador positivo, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, al sujeto
se le puede asignar un empeoramiento de la funcién renal; alternativamente, cuando la concentracién medida esta
por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una mejora de una funcion renal. Para un marcador negativo,
cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar un empeoramiento de una
funcién renal; alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, se puede asignar una
mejora de una funcion renal al sujeto.

En otras realizaciones de seguimiento preferidas, estos métodos comprenden seguir el estado renal en un sujeto que
padece una funcién renal reducida, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con la aparicién o no aparicion
de un cambio en el estado renal en el sujeto. Por ejemplo, la(s) concentracion(es) medida(s) se puede(n) comparar
con un valor umbral. Para un marcador positivo, cuando la concentracién medida esta por encima del umbral, al sujeto
se le puede asignar un empeoramiento de la funcién renal; alternativamente, cuando la concentracion medida esta
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por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una mejora de una funcion renal. Para un marcador negativo,
cuando la concentracién medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar un empeoramiento de una
funcién renal; alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, al sujeto se le puede
asignar una mejora de una funcién renal.

Incluso en otras realizaciones de seguimiento preferidas, estos métodos comprenden seguir el estado renal en un
sujeto que padece insuficiencia renal aguda, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con la apariciéon o no
aparicion de un cambio en el estado renal en el sujeto. Por ejemplo, la(s) concentracién(es) medida(s) se puede(n)
comparar con un valor umbral. Para un marcador positivo, cuando la concentracién medida esta por encima del umbral,
al sujeto se le puede asignar un empeoramiento de la funcién renal; alternativamente, cuando la concentracion medida
esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una mejora de una funcién renal. Para un marcador negativo,
cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar un empeoramiento de una
funcién renal; alternativamente, cuando la concentracion medida esta por encima del umbral, al sujeto se le puede
asignar una mejora de la funcién renal.

En otras realizaciones de seguimiento adicionales preferidas, estos métodos comprenden el seguimiento del estado
renal en un sujeto en riesgo de una lesiéon a una funcién renal debido a la preexistencia de uno o mas factores de
riesgo conocidos de IRA prerrenal, renal intrinseca o posrenal, y el/los resultado(s) de ensayo se correlaciona(n) con
la aparicién o no aparicién de un cambio en el estado renal en el sujeto. Por ejemplo, la(s) concentracion(es) medida(s)
se puede(n) comparar con un valor umbral. Para un marcador positivo, cuando la concentracién medida esta por
encima del umbral, al sujeto se le puede asignar un empeoramiento de la funcion renal; alternativamente, cuando la
concentracién medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar una mejora de una funcion renal. Para
un marcador negativo, cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le puede asignar un
empeoramiento de una funcién renal; alternativamente, cuando la concentracién medida esta por encima del umbral,
al sujeto se le puede asignar una mejora de una funcion renal.

En otras realizaciones adicionales, los métodos para evaluar el estado renal descritos en el presente documento, son
métodos para clasificar una lesién renal en el sujeto; es decir, determinar si una lesion renal en un sujeto es prerrenal,
renal intrinseca o posrenal; y/o subdividir ademas estas clases en subclases tal como lesién tubular aguda,
glomerulonefritis aguda, nefritis tubulointersticial aguda, nefropatia vascular aguda o enfermedad infiltrante; y/o asignar
una probabilidad de que el sujeto evolucione a un estadio RIFLE particular. En estas realizaciones, los resultados de
ensayo, por ejemplo, una, dos, tres 0 mas concentraciones medidas de marcadores seleccionados del grupo que
consiste en acido hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de unién al factor
de crecimiento de tipo insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de metaloproteinasa
2, factor de crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1
beta, elastasa de neutréfilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-
11, catepsina D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C,
qguimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién al
factor de crecimiento de tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos 1, se correlacionan con una
clase y/o subclase particular. Lo siguiente son realizaciones de clasificacion preferidas.

En realizaciones de clasificacién preferidas, estos métodos comprenden determinar si una lesiéon renal en un sujeto
es prerrenal, renal intrinseca o posrenal; y/o subdividir ademas estas clases en subclases tal como lesién tubular
aguda, glomerulonefritis aguda, nefritis tubulointersticial aguda, nefropatia vascular aguda, o enfermedad infiltrante;
y/o asignar una probabilidad de que el sujeto evolucione a un estadio RIFLE particular, y el/los resultado(s) de ensayo
se correlaciona(n) con la clasificacion de lesién para el sujeto. Por ejemplo, la concentracion medida se puede
comparar con un valor umbral, y cuando la concentracion medida estd por encima del umbral, se asigna una
clasificacion particular; alternativamente, cuando la concentracion medida esta por debajo del umbral, al sujeto se le
puede asignar una clasificacién diferente.

El experto en la materia puede usar una variedad de métodos para llegar a un valor umbral deseado para su uso en
estos métodos. Por ejemplo, el valor umbral se puede determinar a partir de una poblacién de sujetos normales
seleccionando una concentracidon que representa el 75°, 85°, 90°, 95° o 99° percentil de un marcador de lesion renal
medido en dichos sujetos normales. Alternativamente, el valor umbral se puede determinar a partir de una poblacién
de sujetos “enfermos”, por ejemplo, los que padecen una lesién o tienen una predisposicion para tener una lesion (por
ejemplo, evolucién a IRA o algun otro desenlace clinico tal como muerte, didlisis, trasplante renal, etc.), seleccionando
una concentracién que representa el 75°, 85°, 90°, 95° 0 99° percentil de un marcador de lesion renal medido en dichos
sujetos. En otra alternativa, el valor umbral se puede determinar a partir de una medida anterior de un marcador de
lesion renal en el mismo sujeto; es decir, se puede usar un cambio temporal en el nivel de un marcador de lesién renal
en el sujeto para asignar un riesgo al sujeto.

Sin embargo, no se pretende que la descripcién anterior implique que los marcadores de lesion renal desvelados en
el presente documento deban compararse con umbrales individuales correspondientes. Los métodos para combinar
los resultados de los ensayos pueden comprender el uso de regresién logistica multivariable, modelado logaritmico
lineal, analisis de redes neurales, andlisis de n de m, analisis de arboles de decisién, calculo de proporciones de
marcadores, etc. Esta lista no pretende ser limitativa. En estos métodos, un resultado compuesto, que se determina
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combinando marcadores individuales, se puede tratar como si fuera en si mismo un marcador; es decir, se puede
determinar un umbral para el resultado compuesto tal como se describe en el presente documento para los marcadores
individuales, y comparar el resultado compuesto para un paciente individual con este umbral.

La capacidad de una prueba o combinacion de pruebas particular para distinguir dos poblaciones se puede establecer
usando analisis ROC. Por ejemplo, curvas ROC establecidas de una “primera” subpoblacion que esta predispuesta a
uno 0 mas cambios futuros en el estado renal y una “segunda” subpoblacion que no esta tan predispuesta, se pueden
usar para calcular una curva ROC, y el area bajo la curva proporciona una medida de la calidad de la prueba.
Preferiblemente, las pruebas descritas en el presente documento proporcionan un area de curva ROC mayor de 0,5,
preferiblemente de al menos 0,6, mas preferiblemente de 0,7, alin mas preferiblemente de al menos 0,8, incluso mas
preferiblemente de al menos 0,9, y lo méas preferiblemente de al menos 0,95.

En ciertos aspectos, la concentracion medida de uno o mas marcadores de lesion renal, o un compuesto de dichos
marcadores, se puede tratar como variables continuas. Por ejemplo, cualquier concentracion particular se puede
convertir en una probabilidad correspondiente de una futura reduccién en la funcién renal del sujeto, la aparicion de
una lesion, una clasificacion, etc. Incluso en otra alternativa, un umbral que puede proporcionar un nivel aceptable de
especificidad y sensibilidad al separar una poblacién de sujetos en “contenedores” tal como una “primera”
subpoblacién (por ejemplo, que esta predispuesta a uno o0 mas futuros cambios en el estado renal, la aparicién de una
lesion, una clasificacion, etc.) y una “segunda” subpoblacién que no esta tan predispuesta. Se selecciona un valor
umbral para separar esta primera y segunda poblacion mediante una o mas de las siguientes medidas de precision
de prueba:

un cociente de posibilidades mayor de 1, preferiblemente al menos aproximadamente 2 o mas o aproximadamente
0,5 o menos, mas preferiblemente al menos aproximadamente 3 o mas o aproximadamente 0,33 o menos, aln mas
preferiblemente al menos aproximadamente 4 o mas o aproximadamente 0,25 o0 menos, incluso mas preferiblemente
al menos aproximadamente 5 0 mas o0 aproximadamente 0,2 o menos, y lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 10 o mas o aproximadamente 0,1 a menos;

una especificidad mayor de 0,5, preferiblemente al menos aproximadamente 0,6, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 0,7, ain mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,8, incluso mas preferiblemente al
menos aproximadamente 0,9 y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,95, con una correspondiente
sensibilidad mayor de 0,2, preferiblemente mayor de aproximadamente 0,3, mas preferiblemente mayor de
aproximadamente 0,4, aun mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,5, incluso mas preferiblemente
aproximadamente 0,6, aun mas preferiblemente mayor de aproximadamente 0,7, aln mas preferiblemente al menos
aproximadamente 0,8, mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,9 y lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 0,95;

una sensibilidad mayor de 0,5, preferiblemente al menos aproximadamente 0,6, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 0,7, ain mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,8, incluso mas preferiblemente al
menos aproximadamente 0,9 y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,95, con una correspondiente
especificidad mayor de 0,2, preferiblemente mayor de aproximadamente 0,3, mas preferiblemente mayor de
aproximadamente 0,4, aun mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,5, incluso mas preferiblemente
aproximadamente 0,6, aun mas preferiblemente mayor de aproximadamente 0,7, aln mas preferiblemente al menos
aproximadamente 0,8, mas preferiblemente al menos aproximadamente 0,9 y lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 0,95;

al menos aproximadamente una sensibilidad del 75 %, combinada con al menos aproximadamente una especificidad
del 75 %;

un cociente de verosimilitudes positivo (calculado como sensibilidad/(1-especificidad)) de mas de 1, al menos
aproximadamente 2, mas preferiblemente al menos aproximadamente 3, ain mas preferiblemente al menos
aproximadamente 5, y lo méas preferiblemente al menos aproximadamente 10; o

un cociente de verosimilitudes negativo (calculado como (1-sensibilidad)/especificidad) de menos de 1, menor que o
igual a aproximadamente 0,5, mas preferiblemente menor que o igual a aproximadamente 0,3 y lo mas preferiblemente
menor que o igual a aproximadamente 0,1.

El término “aproximadamente” en el contexto de cualquiera de las medidas anteriores se refiera a +/- 5 % de una
medida determinada.

También se pueden usar umbrales multiples para evaluar el estado renal en un sujeto. Por ejemplo, una “primera”
subpoblacién que esta predispuesta a uno o mas futuros cambios en el estado renal, la aparicion de una lesién, una
clasificacion, etc., y una “segunda” subpoblacion que no esta tan predispuesta se pueden combinar en un Gnico grupo.
Este grupo se subdivide después en tres 0 mas partes iguales (conocidas como terciles, cuartiles, quintiles, etc.,
dependiendo del nimero de subdivisiones). A los sujetos se les asigna un cociente de posibilidades basandose en
qué subdivision estan. Si se considera un tercil, el tercil inferior o superior se puede usar como una referencia para la
comparacion de las otras subdivisiones. A esta subdivision de referencia se la asigna un cociente de posibilidades de
1. Al segundo tercil se le asigna un cociente de posibilidades que es relativo a ese primer tercil. Es decir, alguien en
el segundo tercil podria ser 3 veces mas probable que padeciera uno o mas futuros cambios en el estado renal en
comparacioén con alguien en el primer tercil. Al tercer tercil también se le asigna un cociente de posibilidades que es
relativo a ese primer tercil.
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En ciertas realizaciones, el método de ensayo es un inmunoensayo. Los anticuerpos para su uso en dichos ensayos
se uniran especificamente a un marcador de lesion renal de longitud completa de interés, y también se pueden unir a
uno o mas polipéptidos que estén “relacionados” con el mismo, segun se define ese término mas adelante en el
presente documento. Los expertos en la materia conocen numerosos formatos de inmunoensayo. Las muestras de
fluidos corporales preferidas se seleccionan del grupo que consiste en orina, sangre, suero, saliva, lagrimas y plasma.

Las etapas del método anterior no deben interpretarse en el sentido de que elllos resultado(s) de ensayo de
marcadores de lesion renal se utilice(n) de manera aislada en los métodos descritos en el presente documento. Mas
bien, en los métodos descritos el presente documento, se pueden incluir variables adicionales u otros indicios clinicos.
Por ejemplo, un método de estratificacién de riesgo, diagnostico, clasificacién, seguimiento, etc., puede combinar el
resultado o los resultados de ensayo con una o mas variables medidas para el sujeto seleccionadas del grupo que
consiste en informacion demografica (por ejemplo, peso, sexo, edad, raza), antecedentes médicos (por ejemplo,
antecedentes familiares, tipo de cirugia, enfermedad preexistente, tal como aneurisma, insuficiencia cardiaca
congestiva, preeclampsia, eclampsia, diabetes mellitus, hipertension, arteriopatia coronaria, proteinuria, insuficiencia
renal, o septicemia, tipo de toxina expuesta tal como AINE, ciclosporinas, tacrolimus, aminoglucosidos, foscarnet,
etilenglicol, hemoglobina, mioglobina, ifosfamida, metales pesados, metotrexato, agentes de contraste radiopacos, o
estreptozotocina), variables clinicas (por ejemplo, presion sanguinea, temperatura, frecuencia respiratoria),
puntuaciones de riesgo (puntuacién APACHE, puntuaciéon PREDICT, puntuacion de riesgo TIMI para UA/NSTEMI,
puntuacién de riesgo Framingham, puntuaciones de riesgo de Thakar et al. (J. Am. Soc. Nephrol. 16: 162-68, 2005),
Mehran et al. (J. Am. Coll. Cardiol. 44: 1393-99, 2004), Wijeysundera et al. (JAMA 297: 1801-9, 2007), Goldstein y
Chawla (Clip. J. Am. Soc. Nephrol. 5: 943-49, 2010) o Chawla et al. (Kidney Intl. 68: 2274-80, 2005)), una tasa de
filtracion glomerular, una tasa de filtracién glomerular estimada, una tasa de produccién de orina, una concentracion
de creatinina en suero o plasma, una concentraciéon de creatinina en orina, una excrecion fraccional de sodio, una
concentracion de sodio en orina, un cociente de creatinina en orina respecto a creatinina en suero o plasma, una
gravedad especifica de orina, una osmolalidad de orina, un cociente de nitrdgeno ureico en orina respecto a nitrégeno
ureico en plasma, un cociente de BUN respecto a creatinina en plasma, un indice de insuficiencia renal calculado
como sodio en orina/(creatinina en orina/creatinina en plasma), una concentracion de gelatinasa de neutrofilos (NGAL)
en suero o plasma, una concentracion de NGAL en orina, una concentracion de cistatina C en suero o plasma, una
concentracién de troponina cardiaca en suero o plasma, una concentracion de BNP en suero o plasma, una
concentracién de NTproBNP en suero o plasma, y una concentracion de proBNP en suero o plasma. Otras medidas
de funcién renal que se pueden combinar con uno o mas resultados de ensayo de marcadores de lesién renal se
describen mas adelante en el presente documento y en Harrison's Principles of Internal Medicine, 172 Ed., McGraw
Hill, Nueva York, paginas 1741-1830 y en Current Medical Diagnosis & Treatment 2008, 472 Ed, McGraw Hill, Nueva
York, paginas 785-815.

Cuando se mide mas de un marcador, los marcadores individuales se pueden medir en muestras obtenidas al mismo
tiempo, o se pueden determinar de muestras obtenidas en tiempos diferentes (por ejemplo, anterior o posterior). Los
marcadores individuales también se pueden medir en la misma o diferentes muestras de fluido corporal. Por ejemplo,
un marcador de lesion renal se puede medir en una muestra de suero o plasma y otro marcador de lesion renal se
puede medir en una muestra de orina. Ademas, la asignacién de una probabilidad puede combinar un resultado de
ensayo de marcador de lesion renal individual con cambios temporales en una 0 mas variables adicionales.

En varios aspectos relacionados, también se divulgan dispositivos y kits para realizar los métodos descritos en el
presente documento. Los kits adecuados comprenden reactivos suficientes para realizar un ensayo para al menos uno
de los marcadores de lesién renal descritos, junto con instrucciones para realizar las comparaciones con umbrales
descritas.

En ciertas realizaciones, los reactivos para realizar dichos ensayos se proporcionan en un dispositivo de ensayo, y
dichos dispositivos de ensayo se pueden incluir en dicho kit. Los reactivos preferidos pueden comprender uno o mas
anticuerpos en fase sélida, comprendiendo el anticuerpo en fase sélida un anticuerpo que detecta la diana o dianas
biomarcadora(s) esperada(s) unida(s) a un soporte sélido. En el caso de inmunoensayos de tipo sandwich, dichos
reactivos también pueden incluir uno 0 mas anticuerpos marcados de manera detectable, comprendiendo el anticuerpo
marcado de manera detectable, un anticuerpo que detecta la diana o dianas biomarcadora() esperada(s) unida(s) a
un marcador detectable. Mas adelante en el presente documento se describen elementos opcionales adicionales que
se pueden proporcionar como parte de un dispositivo de ensayo.

Los marcadores detectables pueden incluir moléculas que, en si mismas, sean detectables (por ejemplo, fracciones
fluorescentes, marcadores electroquimicos, marcadores ecl (luminiscencia electroquimica), quelatos metalicos,
particulas metalicas coloidales, etc.) asi como moléculas que se pueden detectar indirectamente mediante la
produccién de un producto de reaccion detectable (por ejemplo, enzimas tal como peroxidasa de rabano, fosfatasa
alcalina, etc.) o mediante el uso de una molécula de unién especifica que, en si misma, pueda ser detectable (por
ejemplo, un anticuerpo marcado que se una al segundo anticuerpo, biotina, digoxigenina, maltosa, oligohistidina, 2,4-
dinitrobenceno, fenilarsenato, ADNmc, ADNbc, etc.).

La generacién de una sefial a partir del elemento de desarrollo de sefial se puede realizar usando varios métodos
Opticos, acusticos y electroquimicos bien conocidos en la técnica. Los ejemplos de modos de deteccion incluyen
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fluorescencia, deteccién radioquimica, reflectividad, absorbancia, amperometria, conductancia, impedancia,
interferometria, elipsometria, etc. En ciertos de estos métodos, el anticuerpo en fase sélida estd acoplado a un
transductor (por ejemplo, una rejilla de difraccion, sensor electroquimico, etc.) para la generacion de una sefial,
mientras que en otros, se genera una sefial mediante un transductor que esta espacialmente separado del anticuerpo
en fase solida (por ejemplo, un fluorémetro que emplea una fuente de luz de excitacion y un detector 6ptico). No se
pretende que esta lista sea limitativa. También se pueden emplear biosensores basados en anticuerpo para determinar
la presencia o cantidad de analitos que opcionalmente eliminan la necesidad de una molécula marcada.

Descripcion detallada de la invencién

La presente divulgacion se refiere a métodos y composiciones para el diagnostico, diagndstico diferencial,
estratificacion de riesgo, seguimiento, clasificacion y determinacion de pautas de tratamiento en sujetos que padecen
0 estan en riesgo de padecer lesion a la funcién renal, funcién renal reducida y/o insuficiencia renal aguda, a través
de la mediciobn de uno o mas marcadores de lesion renal. En varias realizaciones, el acido hialurénico, la
inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, proteina de unién al factor de crecimiento de tipo
insulinico 7, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, inhibidor de metaloproteinasa 2, factor de
crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesidn intercelular 1, beta-2-glucoproteina 1, interleucina-1 beta, elastasa
de neutrofilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina
D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C, quimiocinas 1,2y 3
con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién al factor de crecimiento de
tipo insulinico 3, y factor estimulante de colonias de macréfagos 1, o uno o mas marcadores relacionados con los
mismos, se combinan entre si y/o con uno o mas marcadores adicionales o indicios clinicos, y la combinacion se
correlaciona con el estado renal del sujeto.

Para los fines de este documento, se aplican las siguientes definiciones:

Como se usa en el presente documento, una “lesion a la funcion renal” es una reduccion repentina (en 14 dias,
preferiblemente en 7 dias, mas preferiblemente en 72 horas, y aiin mas preferiblemente en 48 horas) medible en una
medida de la funcion renal. Dicha lesion se puede identificar, por ejemplo, por una disminucion en la tasa de filtracion
glomerular o TFG estimada, una reduccién en la produccién de orina, un aumento de la creatinina en suero, un
aumento de la cistatina C en suero, un requisito para terapia renal sustitutiva, etc. La “mejora en la funcién renal” es
un aumento repentino (en 14 dias, preferiblemente en 7 dias, mas preferiblemente en 72 horas, y aun mas
preferiblemente en 48 horas) medible en una medida de funcién renal. Los métodos preferidos para medir y/o estimar
la TFG se describen mas adelante en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, “funcion renal reducida” es una reduccién repentina (en 14 dias,
preferiblemente en 7 dias, mas preferiblemente en 72 horas, y aun mas preferiblemente en 48 horas) en la funcién
renal identificada por un aumento absoluto de la creatinina en suero mayor que o igual a 0,1 mg/dl (= 8,8 pmol/l), un
aumento en porcentaje de la creatinina en suero mayor que o igual al 20 % (1,2 veces desde el valor basal), o una
reduccion en la produccién de orina (oliguria documentada menor de 0,5 mi/kg por hora).

Como se usa en el presente documento, “insuficiencia renal aguda” o “IRA” es una reduccion repentina (en 14 dias,
preferiblemente en 7 dias, mas preferiblemente en 72 horas, y aun mas preferiblemente en 48 horas) en la funcién
renal identificada por un aumento absoluto de la creatinina en suero mayor que o igual a 0,3 mg/dl (= 26,4 umol/l), un
aumento en porcentaje de la creatinina en suero mayor que o igual al 50 % (1,5 veces desde el valor basal), o una
reduccion en la produccién de orina (oliguria documentada menor de 0,5 mil/kg por hora durante al menos 6 horas).
Esta expresion es sindnima de “lesién renal aguda” o “LRA”.

Lo siguiente es una lista de marcadores utilizados en la presente invencién. Cuando corresponda, el niumero de
entrada en Swiss-Prot del precursor humano se indica entre paréntesis:

acido hialurénico (no un antigeno polipeptidico), inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2,
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 (Q16270), alfa-1 antitripsina (P01009), componente P
del amiloide sérico (P02743), inhibidor de metaloproteinasa 2 (P16035), factor de crecimiento de hepatocitos (P14210),
beta-2-glucoproteina 1 (P02749), interleucina-1 beta (P01584), molécula de adhesidn intercelular 1 (P05362), elastasa
de neutrofilos (P08246), miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral (O00300),
interleucina-11 (P20809), catepsina D (P07339), quimiocina 24 con motivo C-C (O00175), quimiocina 6 con motivo C-
X-C (P80162), quimiocina 13 con motivo C-C (Q99616), quimiocinas 1 (P09341), 2 (P19875) y 3 (P19876) con motivo
C-X-C, matrilisina (P09237), cadena alfa del receptor de interleucina-2 (P01589), proteina de union al factor de
crecimiento de tipo insulinico 3 (P17936), factor estimulante de colonias de macréfagos 1 (P09603).

Como se usa en el presente documento, una referencia a un marcador pretende referirse a uno o mas polipéptidos
presentes en una muestra bioldgica que proceden del precursor del marcador y que tienen una longitud suficiente para
la deteccién en un ensayo de unién especifica como una indicacion de la presencia del marcador en la muestra. En el
caso de inmunoensayos, esto normalmente significa un polipéptido de al menos 8 aminoacidos (la longitud de un
epitopo tipico). El experto en la materia sabe que, con frecuencia, las proteinas se procesan postraduccionalmente a
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polipéptidos “maduros” bioldgicamente activos. El experto en la materia también sabe que las sefiales obtenidas de
ensayos de unidn especifica (por ejemplo, un inmunoensayo) son un resultado de complejos formados entre una o
mas especies de unién (por ejemplo, anticuerpos) y esos polipéptidos obtenidos de la biomolécula diana (es decir, el
analito) que contienen el/los epitopo(s) necesario(s) a los que se unen los anticuerpos.

Aunqgue dichos ensayos pueden detectar el biomarcador de longitud completa y el resultado del ensayo puede
expresarse como una concentracion de un biomarcador de interés, la sefial del ensayo es realmente un resultado de
todos estos polipéptidos “inmunorreactivos” presentes en la muestra. En el caso de las quimiocinas 1, 2 y 3 con motivo
C-X-C, por ejemplo, existe suficiente identidad de secuencia de modo que se puede usar un ensayo que detecta cada
una de quimiocina 1 con motivo C-X-C (P09341), quimiocina 2 con motivo C-X-C (P19875) y quimiocina 3 con motivo
C-X-C (P19876). La expresion de biomarcadores también se puede determinar por medio de otros inmunoensayos,
incluyendo mediciones de proteinas (tal como transferencias en mancha, inmunotransferencias Western, métodos
cromatograficos, espectrometria de masas, etc.) y mediciones de acido nucleico (cuantificacion de ARNm). No se
pretende que esta lista sea limitativa. Preferiblemente un ensayo para su uso en el presente método detecta el
marcador maduro; lo que en el caso de una proteina soluble, significa la proteina sin su secuencia sefial secretora, y
en el caso de un marcador que es una proteina de membrana, una forma soluble de la misma.

Como se usa en el presente documento, la expresion “relacionar una sefial con la presencia o cantidad” de un analito,
refleja este entendimiento. Las sefales de ensayo se relacionan normalmente con la presencia o cantidad de un analito
mediante el uso de una curva patrén calculada usando concentraciones conocidas del analito de interés. Tal y como
se usa la expresion en el presente documento, un ensayo se “configura para detectar” un analito si un ensayo puede
generar una sefial detectable indicativa de la presencia o cantidad de una concentracion fisiolégicamente relevante
del analito. Puesto que un epitopo de anticuerpo tiene una longitud del orden de 8 aminoacidos, un inmunoensayo
configurado para detectar un marcador de interés también detectara polipéptidos relacionados con la secuencia del
marcador, siempre que esos polipéptidos contengan el/los epitopo(s) necesario(s) para unirse al anticuerpo o
anticuerpos usados en el ensayo. La expresién “marcador relacionado” como se usa en el presente documento con
respecto a un biomarcador tal como uno de los marcadores de lesién renal descritos en el presente documento, se
refiere a uno o mas fragmentos, variantes, etc., de un marcador particular o su precursor biosintético que se puede
detectar como un sustituto para el propio marcador o como biomarcadores independientes. La expresion también se
refiere a uno o mas polipéptidos presentes en una muestra biolégica que proceden del precursor del biomarcador en
complejo con especies adicionales, tales como proteinas de unién, receptores, heparina, lipidos, azlcares, etc.

La expresion marcador “positivo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un marcador que se determina
que esta elevado en sujetos que padecen una enfermedad o afeccion, con respecto a sujetos que no padecen esa
enfermedad o afeccion. La expresion marcador “negativo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un
marcador que se determina que esta reducido en sujetos que padecen una enfermedad o afeccién, con respecto a
sujetos que no padecen esa enfermedad o afeccion.

El término “sujeto”, como se usa en el presente documento, se refiere a un organismo humano o no humano. Por
tanto, los métodos y las composiciones que se describen en el presente documento pueden aplicarse tanto a
enfermedades humanas como animales. Ademas, aunque un sujeto es preferiblemente un organismo vivo, la
invencion descrita en el presente documento también se puede usar en analisis de autopsia. Los sujetos preferidos
son seres humanos, y lo mas preferiblemente “pacientes”, que como se usa en el presente documento se refiere a
seres humanos vivos que reciben cuidados médicos para una enfermedad o afeccién. Esto incluye personas con
dolencias no definidas cuyos signos de patologia se estén investigando.

Preferiblemente, se mide un analito en una muestra. Dicha muestra se puede obtener de un sujeto, o se puede obtener
de materiales bioldgicos que estan destinados a proporcionar al sujeto. Por ejemplo, se puede obtener una muestra
de un rifién que se va a evaluar para un posible trasplante a un sujeto, y usar una medida de analito para evaluar el
rifidn con respecto a un dafio preexistente. Las muestras preferidas son muestras de fluidos corporales.

La expresion “muestra de fluido corporal”, como se usa en el presente documento, se refiere a una muestra de un
fluido corporal obtenida para el fin de diagnéstico, prondstico, clasificacion o evaluacion de un sujeto de interés, tal
como un paciente o donante de trasplante. En ciertas realizaciones, dicha muestra se puede obtener con el fin de
determinar el desenlace de una afeccién en curso o el efecto de una pauta de tratamiento sobre una afeccién. Las
muestras de fluido bioldgico preferidas incluyen sangre, suero, plasma, liquido cefalorraquideo, orina, saliva, esputo,
y derrames pleurales. Ademas, un experto en la materia se daria cuenta de que ciertas muestras de fluidos corporales
se analizarian mas facilmente después de un procedimiento de fraccionamiento o purificacién, por ejemplo, separacién
de sangre completa en componentes de suero o plasma.

El término “diagnostico”, como se usa en el presente documento, se refiere a métodos mediante los cuales el experto
en la materia puede estimar y/o determinar la probabilidad (“una verosimilitud”) de si un paciente padece o no una
enfermedad o afeccion determinada. En el caso de la presente invencion, “diagnéstico” incluye el uso de los resultados
de un ensayo, lo mas preferiblemente un inmunoensayo, para un marcador de lesién renal divulgado en el presente
documento, opcionalmente junto con otras caracteristicas clinicas, para llegar a un diagnostico (es decir, la aparicién
0 no aparicién) de una lesion renal aguda o IRA para el sujeto del que se obtuvo y ensay6 la muestra. Que dicho
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diagnostico se “determine” no pretende implicar que el diagnostico sea 100 % exacto. Muchos biomarcadores son
indicativos de mudiltiples afecciones. El especialista médico no usa resultados de biomarcadores en un vacio de
informacién, sino mas bien los resultados de las pruebas se usan junto con otros indicios clinicos para llegar a un
diagndstico. Por tanto, un nivel de biomarcador medido en un lado de un umbral diagnéstico predeterminado indica
una mayor probabilidad de la aparicion de la enfermedad en el sujeto con respecto a un nivel medido en el otro lado
del umbral diagnéstico predeterminado.

De manera similar, un riesgo de pronéstico sefiala una probabilidad (“una verosimilitud”) de que se produzca una
evolucion o un desenlace determinado. Un nivel o un cambio en el nivel de un indicador prondstico, que a su vez se
asocia con una probabilidad aumentada de morbilidad (por ejemplo, empeoramiento de la funcion renal, IRA futura, o
muerte), se refiere a que es “indicativo de una probabilidad aumentada” de un desenlace adverso en un paciente.

Ensayos con marcadores

En general, los inmunoensayos implican poner en contacto una muestra que contiene o se sospecha que contiene un
biomarcador de interés, con al menos un anticuerpo que se une especificamente al biomarcador. Después, se genera
una sefial indicativa de la presencia o cantidad de complejos formados por la unién de los polipéptidos, presentes en
la muestra, con el anticuerpo. La sefial se relaciona después con la presencia o cantidad del biomarcador en la
muestra. El experto en la materia conoce bien numerosos métodos y dispositivos para la deteccién y andlisis de
biomarcadores. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 6.143.576; 6.113.855; 6.019.944; 5.985.579;
5.947.124; 5.939.272; 5.922.615; 5.885.527; 5.851.776; 5.824.799; 5.679.526; 5.525.524; y 5.480.792, y The
Immunoassay Handbook, David Wild, ed. Stockton Press, Nueva York, 1994.

Los dispositivos y métodos de ensayos conocidos en la técnica pueden utilizar moléculas marcadas en varios formatos
de ensayos de tipo sandwich, competitivos 0 no competitivos, para generar una sefial que se relaciona con la presencia
o cantidad del biomarcador de interés. Los formatos de ensayo adecuados también incluyen métodos cromatograficos,
de espectrometria de masas y “transferencia” de proteinas. Ademas, ciertos métodos y dispositivos, tales como
biosensores e inmunoensayos 6pticos, se pueden emplear para determinar la presencia o cantidad de analitos sin la
necesidad de una molécula marcada. Véanse, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos 5.631.171 y 5.955.377.
Un experto en la materia también reconoce que la instrumentacion robética incluyendo, pero no limitado a los sistemas
ACCESS® de Beckman, AXSYM® de Abbott, ELECSYS® de Roche, STRATUS® de Dade Behring, estan entre los
analizadores de inmunoensayos que son capaces de realizar inmunoensayos. Pero se puede utilizar cualquier
inmunoensayo adecuado, por ejemplo, ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA, enzyme-linked
immunosorbent assay), radioinmunoensayos (RIA), ensayos de unidon competitiva, y similares.

Se pueden inmovilizar anticuerpos u otros polipéptidos sobre una variedad de soportes sélidos para su uso en ensayos.
Las fases solidas que se pueden usar para inmovilizar miembros de unién especificos incluyen las desarrolladas y/o
usadas como fases solidas en ensayos de union en fase sdlida. Los ejemplos de fases sdlidas adecuadas incluyen
filtros de membrana, papeles basados en celulosa, perlas (incluyendo particulas poliméricas, de latex y
paramagnéticas), vidrio, obleas de silicio, microparticulas, nanoparticulas, TentaGels, AgroGels, geles PEGA, geles
SPOCC, y placas de multiples pocillos. Se podria preparar una tira de ensayo recubriendo con el anticuerpo o una
pluralidad de anticuerpo una matriz o soporte solido. Esta tira se podria sumergir en la muestra de prueba y después
procesar rapidamente mediante lavados y etapas de deteccién para generar una sefial medible, tal como un punto
con color. Se pueden unir anticuerpos u otros polipéptidos a zonas especificas de dispositivos de ensayo bien sea
conjugando directamente a la superficie de un dispositivo de ensayo, o por unién indirecta. En un ejemplo del ultimo
caso, se pueden inmovilizar anticuerpos u otros polipéptidos sobre particulas u otros soportes sélidos, y ese soporte
sélido inmovilizarse en la superficie del dispositivo.

Los ensayos biolégicos requieren métodos para la deteccién, y uno de los métodos mas comunes para la cuantificacion
de los resultados es conjugar un marcador detectable con una proteina o acido nucleico que tenga afinidad por uno
de los componentes en el sistema bioldgico que se estudia. Los marcadores detectables pueden incluir moléculas que
de por si son detectables (por ejemplo, fracciones fluorescentes, marcadores electroquimicos, quelatos metdlicos,
etc.) asi como moléculas que se pueden detectar indirectamente mediante la produccion de un producto de reaccién
detectable (por ejemplo, enzimas tales como peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, etc.) o mediante una molécula
de union especifica que de por si puede ser detectable (por ejemplo, biotina, digoxigenina, maltosa, oligohistidina, 2,4-
dinitrobenceno, fenilarsenato, ADNmc, ADNbc, etc.).

La preparacion de las fases soélidas y conjugados de etiquetas detectables con frecuencia comprende el uso de
reticulantes quimicos. Los reactivos reticulantes contienen al menos dos grupos reactivos, y se dividen generalmente
en reticulantes homofuncionales (que contienen grupos reactivos idénticos) y reticulantes heterofuncionales (que
contienen grupos reactivos no idénticos). En el comercio se dispone de reticulantes homobifuncionales que se acoplan
mediante aminas, sulfhidrilos o reaccionan inespecificamente. Las maleimidas, haluros de alquilo y arilo, alfa-
haloéacidos y disulfuros de piridilo, son grupos reactivos de tiol. Las maleimidas, haluros de alquilo y arilo, y alfa-
haloéacidos, reaccionan con sulfhidrilos para formar enlaces de éter de tiol, mientras que los disulfuro de piridilo
reaccionan con sulfhidrilos para producir disulfuros mixtos. El producto disulfuro de piridilo es escindible. Los
imidoésteres también son muy Utiles para los entrecruzamientos entre las proteinas. En el comercio de dispone de
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una variedad de reticulantes heterobifuncionales, combinando cada uno de ellos diferentes atributos para realizar una
conjugacion satisfactoria.

En ciertos aspectos, se proporcionan kits para el analisis de los marcadores de lesion renal descritos. El kit comprende
reactivos para el andlisis de al menos una muestra de prueba que comprende al menos un anticuerpo que es un
marcador de lesién renal. El kit también puede incluir dispositivos e instrucciones para realizar una o mas de las
correlaciones diagnésticas y/o pronésticas descritas en el presente documento. Los kits preferidos comprenderan un
par de anticuerpos para realizar un ensayo de tipo sandwich, 0 una especie marcada para realizar un ensayo
competitivo, para el analito. Preferiblemente, un par de anticuerpos comprende un primer anticuerpo conjugado a una
fase solida y un segundo anticuerpo conjugado a un marcador detectable, en donde cada uno del primer y segundo
anticuerpos se une a un marcador de lesion renal. Mas preferiblemente, cada uno de los anticuerpos son anticuerpos
monoclonales. Las instrucciones de uso del kit y para realizar las correlaciones, puede estar en forma de etiquetado,
que se refiere a cualquier material escrito o registrado que se adjunta a un kit o, de otra manera, acompafa al kit en
cualquier momento durante su fabricacién, transporte, venta o uso. Por ejemplo, el término etiquetado abarca
prospectos y folletos publicitarios, materiales de envasado, instrucciones, casetes de audio o video, discos
informaticos, asi como escritos impresos directamente en los kits.

Anticuerpos

El término “anticuerpo” como se usa en el presente documento, se refiere a un péptido o polipéptido procedente de,
modelado después o sustancialmente codificado por un gen de inmunoglobulina o genes de inmunoglobulinas, o
fragmentos de los mismos, capaces de unirse especificamente a un antigeno o epitopo. Véase, por ejemplo,
Fundamental Immunology, 32 Edicién, W.E. Paul, ed., Raven Press, N.Y. (1993); Wilson (1994; J. Immunol. Methods
175:267-273; Yarmush (1992) J. Biochem. Biophys. Methods 25:85-97. El término anticuerpo incluye partes de unién
a antigeno, es decir, “sitios de unién a antigeno” (por ejemplo, fragmentos, subsecuencias, regiones determinantes de
complementariedad (CDR)) que conservan la capacidad de unirse al antigeno incluyendo (i) un fragmento Fab, un
fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién bisagra; (iii) un fragmento
Fd que consiste en los dominios VH y CH1,; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo
brazo de un anticuerpo; (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que consiste en un dominio
VH; y (vi) una region determinante de complementariedad (CDR) aislada. Los anticuerpos monocatenarios también
estan incluidos por referencia en el término “anticuerpo”.

En la técnica se conocen bien alternativas a los anticuerpos como especies de unidn en ensayos. Estas incluyen
receptores naturales para una diana particular, aptameros, etc. Los aptameros son moléculas de acido oligonucleico
o peptidicas que se unen a una molécula diana especifica. Los aptameros habitualmente se crean seleccionandolos
de un gran conjunto de secuencias aleatorias, pero los aptameros naturales también existen. Los aptameros de alta
afinidad contienen nucleétidos modificados que confieren caracteristicas mejoradas en el ligando, tal como estabilidad
in vivo mejorada o caracteristicas de administraciéon mejoradas. Los ejemplos de dichas modificaciones incluyen
sustituciones quimicas en las posiciones de la ribosa y/o fosfato y/o base, y pueden incluir funcionalidades de cadena
lateral de aminoacido. Los aptameros ejemplares se describen, por ejemplo, en Ostroff et al., J. Proteomics 73: 649-
66, 2010; DiGiusto et al., ChemBioChem 7: 535-44, 2006; Miyakawa et al., RNA 14: 1154-63, 2008; Charlton et al.,
Biochemistry 36: 3018-26, 1997; Gold et al., Nature Precedings: hdl:10101/npre.2010.4538.1, 2010.

Preferiblemente, los anticuerpos u otras fracciones de unién usadas en los ensayos descritos en el presente
documento se unen especificamente a un marcador de lesion renal descrito en el presente documento. La expresion
“se une especificamente”, no pretende indicar que un anticuerpo se una exclusivamente a su diana en cuestion ya
gue, como se ha indicado anteriormente, un anticuerpo se une a cualquier polipéptido que muestre el epitopo o
epitopos a los que se une el anticuerpo. Mas bien, un anticuerpo “se une especificamente” si su afinidad por su diana
en cuestién es aproximadamente 5 veces mayor cuando se compara con su afinidad por una molécula no diana que
no muestra el/los epitopo(s) apropiado(s). Preferiblemente, la afinidad del anticuerpo sera al menos aproximadamente
5 veces, preferiblemente 10 veces, mas preferiblemente 25 veces, incluso mas preferiblemente 50 veces, y lo mas
preferiblemente 100 veces o mas, mayor para una molécula diana que su afinidad para una molécula no diana. En
formas de realizacion preferidas, los anticuerpos preferidos se unen con afinidades de al menos aproximadamente
107 M1, y preferiblemente entre aproximadamente 108 M a aproximadamente 10° M1, de aproximadamente 10° M
a aproximadamente 10'° M, o de aproximadamente 10'° M! a aproximadamente 102 M 1,

La afinidad se calcula como Ka = kof/kon (koff €S la constante de disociacion, Kon €s la constante de asociacion y Kq es
la constante de equilibrio). La afinidad se puede determinar en equilibrio midiendo la fraccién unida (r) del ligando
marcado a varias concentraciones (c). Los datos se representan graficamente usando la ecuacion de Scatchard: r/ic =
K(n-r): donde r = moles de ligando unido/moles de receptor en equilibrio; ¢ = concentraciéon de ligando libre en
equilibrio; K = constante de asociacién en equilibrio; y n = nimero de sitios de unién a ligando por molécula receptora.
Mediante un andlisis grafico, r/c se representa en el gje Y frente a r en el eje X, produciendo de esta manera un grafico
de Scatchard. La medida de afinidad de anticuerpos mediante andlisis de Scatchard es bien conocida en la técnica.
Véase, por ejemplo, van Erp et al., J. Immunoassay 12: 425-43, 1991; Nelson y Griswold, Comput. Methods Programs
Biomed. 27: 65-8, 1988.
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El término “epitopo” se refiere a un determinante antigénico capaz de unirse especificamente a un anticuerpo. Los
epitopos habitualmente consisten en agrupamientos de moléculas con superficies quimicamente activas, tales como
cadenas laterales de aminoacidos o azlcares y habitualmente tienen caracteristicas estructurales tridimensionales
especificas, asi como caracteristicas de carga especificas. Se distinguen epitopos conformacionales y no
conformacionales en donde que la union a los primeros, pero no a los Ultimos, se pierde en presencia de solventes
desnaturalizantes.

En numerosas publicaciones se comenta el uso de tecnologia de presentacién en fagos para producir y cribar
bibliotecas de polipéptidos para la unién a un analito seleccionado. Véase, por ejemplo, Cwirla et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87, 6378-82, 1990; Devlin et al., Science 249, 404-6, 1990, Scott y Smith, Science 249, 386-88, 1990; y
Ladner et al., patente de Estados Unidos N. 5.571.698. Un concepto basico de los métodos de presentacion en fagos
es el establecimiento de una asociacion fisica entre el ADN que codifica un polipéptido que se va cribar y el polipéptido.
Esta asociacion fisica esta proporcionada por la particula de fago, que presenta un polipéptido como parte de una
capside que encierra el genoma del fago que codifica el polipéptido. El establecimiento de una asociacion fisica entre
polipéptidos y su material genético permite el cribado en masa simultdneo para niumeros muy grandes de fagos que
tienen diferentes polipéptidos. Los fagos que presentan un polipéptido con afinidad a una diana se unen a la diana y
estos fagos se enriquecen por cribado de afinidad para la diana. La identidad de los polipéptidos presentados de estos
fagos se puede determinar a partir de sus genomas respectivos. Usando estos métodos, un polipéptido identificado
como que tiene una afinidad de union para una diana determinada se puede sintetizar en masa por medios
convencionales. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 6.057.098.

Los anticuerpos que se generan mediante estos métodos se pueden seleccionar después mediante un primer cribado
para afinidad y especificidad con el polipéptido de interés purificado y, si se requiere, comparando los resultados con
la afinidad y especificidad de los anticuerpos con polipéptidos que se desea que se excluyan de esta unién. El
procedimiento de cribado puede implicar la inmovilizacion de los polipéptidos purificados en pocillos distintos de placas
de microtitulacién. La solucién que contiene un posible anticuerpo o grupos de anticuerpos se coloca después en los
respectivos pocillos de microtitulacién y se incuba durante aproximadamente de 30 minutos a 2 horas. Los pocillos de
microtitulacion se lavan después y a los pocillos se afiade un anticuerpo secundario marcado (por ejemplo, un
anticuerpo anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina si los anticuerpos generados son anticuerpos de raton) y se
incuba durante aproximadamente 30 minutos y después se lava. A los pocillos se afiade el sustrato y aparecera una
reaccion de color donde el anticuerpo y el/los polipéptido(s) inmovilizado(s) estan presentes.

Los anticuerpos identificados de esta manera se pueden analizar adicionalmente para afinidad y especificidad en el
disefio de ensayo seleccionado. En el desarrollo de inmunoensayos para una proteina diana, la proteina diana
purificada actia como un estandar con el que juzgar la sensibilidad y especificidad del inmunoensayo usando los
anticuerpos que se han seleccionado. Puesto que la afinidad de unién de varios anticuerpos puede ser diferente,
ciertos pares de anticuerpos (por ejemplo, en ensayos de tipo sandwich) pueden interferir entre si estéricamente, etc.,
el rendimiento del ensayo de un anticuerpo puede ser una medida mas importante que la afinidad y especificidad
absolutas de un anticuerpo.

Correlaciones de ensayo

El término “correlacionar”, como se usa en el presente documento en referencia al uso de biomarcadores, se refiere a
comparar la presencia o cantidad del/de los biomarcador(es) en un paciente con su presencia o cantidad en personas
gue se sabe padecen, 0 se sabe que estan en riesgo de padecer, una afeccion determinada. Con frecuencia, esto
conlleva comparar un resultado de ensayo en forma de una concentracion de biomarcador con un umbral
predeterminado seleccionado para ser indicativo de la aparicién o no aparicion de una enfermedad o la probabilidad
de algun desenlace futuro.

Seleccionar un umbral diagnéstico implica, entre otras cosas, considerar la probabilidad de enfermedad, distribucién
de diagndsticos verdaderos y falsos en diferentes umbrales de prueba, y estimar las consecuencias del tratamiento (o
un fallo para tratar) basado en el diagndstico. Por ejemplo, cuando se considera administrar una terapia especifica
gue es muy eficaz y tiene un bajo nivel de riesgo, se necesitan menos pruebas porque los médicos pueden aceptar
incertidumbre diagnostica sustancial. Por otra parte, en situaciones donde las opciones de tratamiento son menos
eficaces y mas arriesgadas, los médicos necesitan con frecuencia un mayor grado de certidumbre diagnostica. Por
tanto, el andlisis de coste/beneficio esta implicado en seleccionar un umbral diagndstico.

Los umbrales adecuados se pueden determinar de diversas maneras. Por ejemplo, un umbral diagndstico
recomendado para el diagnéstico de infarto de miocardio agudo usando troponina cardiaca es el 97,5° percentil de la
concentracion vista en una poblaciéon normal. Otro método puede ser examinar muestras en serie del mismo paciente,
donde un resultado “basal” anterior se usa para seguir cambios temporales en un nivel de biomarcador.

También se pueden usar estudios de poblacion para seleccionar un umbral de decisiéon. La curva de eficacia

diagndstica (“ROC”, siglas del inglés receiver operating characteristics) surge del campo de la teoria de deteccién de
sefiales desarrollada durante la Segunda Guerra Mundial para el analisis de imagenes de radar, y el analisis ROC se
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usa con frecuencia para seleccionar un umbral capaz de distinguir mejor una subpoblacién “enferma”’ de una
subpoblacién “no enferma”. En este caso, se produce un falso positivo cuando la persona da positivo, pero realmente
no tiene la enfermedad. Un falso negativo, por otra parte, se produce cuando la persona da negativo, sugiriendo que
esta sana, cuando realmente tiene la enfermedad. Para dibujar una curva ROC, se determina la tasa de verdaderos
positivos (TPR) y la tasa de falsos positivos (FPR) segun el umbral de decisién se modifica continuamente. Puesto
gue la TPR es equivalente a sensibilidad y la FPR es igual a 1 — especificidad, el grafico ROC algunas veces recibe el
nombre de grafico de sensibilidad frente a (1 — especificidad). Una prueba perfecta tendra un area bajo la curva ROC
de 1,0; una prueba aleatoria tendra un area de 0,5. Se selecciona un umbral para proporcionar un nivel aceptable de
especificidad y sensibilidad.

En este contexto, “enferma” pretende referirse a una poblacién que tiene una caracteristica (la presencia de una
enfermedad o afeccién o la aparicion de algun desenlace) y “no enferma” pretende referirse a una poblacién que
carece de la caracteristica. Mientras que un umbral de decision Unico es la aplicacion mas sencilla de dicho método,
se pueden usar umbrales de decision miltiples. Por ejemplo, por debajo de un primer umbral, la ausencia de
enfermedad se puede asignar con una confianza relativamente alta, y por encima de un segundo umbral la presencia
de la enfermedad también se puede asignar con una confianza relativamente alta. Entre los dos umbrales se puede
considerar indeterminado. Se pretende que esto sea solo de naturaleza ejemplar.

Ademas de comparaciones de umbrales, otros métodos para correlacionar resultados de ensayo con una clasificacion
de pacientes (aparicion o no aparicion de enfermedad, probabilidad de un desenlace, etc.) incluyen arboles de
decision, conjuntos de reglas, métodos bayesianos, y métodos de redes neurales. Estos métodos pueden producir
valores de probabilidad que representan el grado al que el sujeto pertenece a una clasificacion de una pluralidad de
clasificaciones.

Se pueden obtener medidas de la precision de la prueba como se describe en Fischer et al., Intensive Care Med. 29:
1043-51, 2003, y pueden usarse para determinar la eficacia de un biomarcador determinado. Estas medidas incluyen
sensibilidad y especificidad, valores predictivos, cocientes de verosimilitudes, cocientes de posibilidades diagnésticas,
areas de curvas ROC. El area bajo la curva (*“ABC”") de un grafico ROC es igual a la probabilidad de que un clasificador
clasifique un ejemplo positivo elegido al azar mayor que uno negativo elegido al azar. El area bajo la curva ROC se
puede pensar como equivalente a la prueba U de Mann-Whitney, que ensaya la diferencia mediana entre puntuaciones
obtenidas en los dos grupos considerados si los grupos son de datos continuos, o a la prueba del orden de Wilcoxon.

Como se ha indicado anteriormente, las pruebas adecuadas pueden mostrar uno o mas de los siguientes resultados
en estas diversas medidas: una especificidad de mas de 0,5, preferiblemente de al menos 0,6, mas preferiblemente
de al menos 0,7, aun mas preferiblemente de al menos 0,8, incluso mas preferiblemente de al menos 0,9 y lo mas
preferiblemente de al menos 0,95, con una correspondiente sensibilidad mayor de 0,2, preferiblemente mayor de 0,3,
mas preferiblemente mayor de 0,4, alin mas preferiblemente al menos de 0,5, incluso mas preferiblemente de 0,6, aln
mas preferiblemente mayor de 0,7, ain mas preferiblemente mayor de 0,8, mas preferiblemente mayor de 0,9 y lo
mas preferiblemente mayor de 0,95; una sensibilidad mayor de 0,5, preferiblemente al menos de 0,6, mas
preferiblemente al menos de 0,7, alin mas preferiblemente al menos de 0,8, incluso mas preferiblemente al menos de
0,9 y lo mas preferiblemente al menos de 0,95, con una correspondiente especificidad mayor de 0,2, preferiblemente
mayor de 0,3, mas preferiblemente mayor de 0,4, aun mas preferiblemente al menos de 0,5, incluso mas
preferiblemente de 0,6, aun mas preferiblemente mayor de 0,7, ain mas preferiblemente mayor de 0,8, mas
preferiblemente mayor de 0,9 y lo mas preferiblemente mayor de 0,95; al menos el 75 % de sensibilidad, combinado
con al menos el 75 % de especificidad; un area de curva ROC de mas de 0,5, preferiblemente de al menos 0,6, mas
preferiblemente de 0,7, alin mas preferiblemente de al menos 0,8, incluso mas preferiblemente de al menos 0,9, y lo
mas preferiblemente de al menos 0,95; un cociente de posibilidades diferente de 1, preferiblemente al menos de
aproximadamente 2 0 mas o aproximadamente 0,5 o menos, mas preferiblemente al menos de aproximadamente 3 o
mas o aproximadamente 0,33 o0 menos, aln mas preferiblemente al menos de aproximadamente 4 o mas o
aproximadamente 0,25 o menos, incluso mas preferiblemente al menos de aproximadamente 5 0 mas o
aproximadamente 0,2 0 menos, y lo mas preferiblemente al menos de aproximadamente 10 o mas o aproximadamente
0,1 o menos; un cociente de verosimilitudes positivo (calculado como sensibilidad/(1-especificidad)) de mas de 1, de
al menos 2, mas preferiblemente de al menos 3, aliin mas preferiblemente de al menos 5, y lo mas preferiblemente al
menos de 10; y o un cociente de verosimilitudes negativo (calculado como (1-sensibilidad)/especificidad) de menos
de 1, menor que o igual a 0,5, mas preferiblemente menor que o igual a 0,3 y lo mas preferiblemente menor que o
igual a 0,1.

Se pueden combinar indicios clinicos adicionales con el/los resultado(s) de ensayo de marcadores de lesién renal.
Estos incluyen otros biomarcadores relacionados con el estado renal. Los ejemplos incluyen los siguientes, que
enumeran el nombre del biomarcador comun, seguido del nUmero de entrada de Swiss-Prot para ese biomarcador o
su precursor: actina (P68133); proteina de unién a adenosina desaminasa (DPP4, P27487); alfa-1-glucoproteina acida
1 (P02763); alfa-1-microglobulina (P02760); albumina (P02768); angiotensinogenasa (Renina, P00797); anexina A2
(P07355); beta-glucuronidasa (P08236); B-2-microglobulina (P61679); beta-galactosidasa (P16278); BMP-7 (P18075);
péptido natriurético de cerebro (proBNP, BNP-32, NTproBNP; P16860); proteina de unién a calcio beta (S100-beta,
P04271); anhidrasa carbdnica (Q16790); caseina quinasa 2 (P68400); catepsina B (P07858); ceruloplasmina
(P00450); clusterina (P10909); complemento C3 (P01024); proteina rica en cisteina (CYR61, 0O00622); citocromo C
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(P99999); factor de crecimiento epidérmico (EGF, P01133); endotelina-1 (P05305); fetuina-A exosomal (P02765);
proteina de union a acidos grasos, corazon (FABP3, P05413); proteina de union a acidos grasos, higado (P07148);
ferritina (cadena ligera, P02793; cadena pesada P02794); fructosa-1,6-bifosfatasa (P09467); GRO-alfa (CXCL1,
(P09341); hormona de crecimiento (P01241); factor de crecimiento de hepatocitos (P14210); factor de crecimiento de
tipo insulinico 1 (P01343); inmunoglobulina G; cadenas ligeras de inmunoglobulina (Kappa y Lambda); interferén
gamma (P01308); lisozima (P61626); interleucina-1 alfa (P01583); interleucina-2 (P60568); interleucina-4 (P60568);
interleucina-9 (P15248); interleucina-12p40 (P29460); interleucina-13 (P35225); interleucina-16 (Q14005); molécula
de adhesion celular L1 (P32004); lactato deshidrogenasa (P00338); leucina aminopeptidasa (P28838); meprina A-
subunidad alfa (Q16819); meprina A-subunidad beta (Q16820); midkina (P21741); MIP2-alfa (CXCL2, P19875); MMP-
2 (P08253); MMP-9 (P14780); netrina-1 (095631); endopeptidasa neutra (P08473); osteopontina (P10451); antigeno
papilar renal 1 (RPA1); antigeno papilar renal 2 (RPA2); proteina de union a retinol (P09455); ribonucleasa; proteina
de unién a calcio S100 A6 (P06703); componente P del amiloide sérico (P02743); isoforma del intercambiador
sodio/hidrégeno (NHE3, P48764); espermidina/espermina N1-acetiltransferasa (P21673); TGF-Betal (P01137);
transferrina (P02787); factor trefoil 3 (TFF3, Q07654); proteina de tipo Toll 4 (O00206); proteina total; antigeno de
nefritis tubulointersticial (Q9UJW?2); uromodulina (proteina de Tamm-Horsfall, P07911).

Con fines de estratificacién de riesgo, la adiponectina (Q15848); fosfatasa alcalina (P05186); aminopeptidasa N
(P15144); CalbindinD28k (P05937); cistatina C (P01034); subunidad 8 de FIFO ATPasa (P03928);
gamma-glutamiltransferasa (P19440); GSTa (alfa-glutation-S-transferasa, P08263); GSTpi (Glutation-S-transferasa P;
GST clase-pi; P09211); IGFBP-1 (P08833); IGFBP-2 (P18065); IGFBP-6 (P24592); proteina integral de membrana 1
(Itm1, P46977); interleucina-6 (P05231); interleucina-8 (P10145); interleucina-18 (Q14116); IP-10 (proteina inducida
por interferon-gamma de 10 kDa, P02778); IRPR (IFRD1, 000458); isovaleril-CoA deshidrogenasa (IVD, P26440); I-
TAC/CXCL11 (014625); queratina 19 (P08727); Kim-1 (receptor celular del virus de la hepatitis A 1, O43656); L-
arginina:glicina amidinotransferasa (P50440); leptina (P41159); lipocalina2 (NGAL, P80188); QUIMIOCINA 2 CON
MOTIVO C-C (P13500); MIG (monoquina inducida por gamma-interferon Q07325); MIP-1a (P10147); MIP-3a
(P78556); MIP-1beta (P13236); MIP-1d (Q16663); NAG (N-acetil-beta-D-glucosaminidasa, P54802); transportador de
iones organicos (OCT2, 015244); miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral
(014788); proteina P8 (O60356); inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1, P05121); ProANP(1-98) (P01160);
proteina fosfatasa 1-beta (PPI-beta, P62140); Rab GDI-beta (P50395); calicreina renal (Q86U61); cadena (alfa) de la
proteina integral de membrana RT1.B-1 (Q5Y7A8); miembro 1A de la superfamilia del receptor del factor de necrosis
tumoral soluble (STNFR-I, P19438); miembro 1B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral soluble
(STNFR-II, P20333); inhibidor tisular de metaloproteinasas 3 (TIMP-3, P35625); uPAR (Q03405) se pueden combinar
con el/los resultado(s) de ensayo del marcador de lesion renal.

Otros indicios clinicos que se pueden combinar con el/los resultado(s) de ensayo del marcador de lesién renal
desvelado en el presente documento, incluyen informacion demografica (por ejemplo, peso, sexo, edad, raza),
antecedentes médicos (por ejemplo, antecedentes familiares, tipo de cirugia, enfermedad preexistente tal como
aneurisma, insuficiencia cardiaca congestiva, preeclampsia, eclampsia, diabetes mellitus, hipertension, arteriopatia
coronaria, proteinuria, insuficiencia renal, enfermedad pulmonar crénica, lesion pulmonar aguda, infeccién por VIH,
disminucion de volumen, hipotensién, choque, o septicemia; exposicion real a farmacos o exposicién a farmacos que
se contempla para el sujeto para fines de diagnéstico o tratamiento (lista no limitativa de agentes nefrotoxicos comunes
asociados con insuficiencia renal aguda (fuente: Critical Care Nephrology, 22 ed, Eds: Ronco, Bellomo, Kellum, pag.
169 Tabla 30-1, Saunders/Elsevier publisher): anfotericina B, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina y
bloqueantes del receptor de angiotensina, inhibidores de calcineurina, farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE), agentes de radiocontraste, aciclovir, aminoglucosidos, carbamacepina, carboplatino, cidofovir, cisplatino,
foscarnet, ifosfamida, vancomicina, alopurinol, cefalosporinas, cimetidina, citosina arabinésido, furosemida,
penicilinas, fenitoina, inhibidores de la bomba de protones, quinolonas, rifampicina, sulfonamidas, tiacida, indinavir,
metotrexato, sulfonamidas, triamtereno, clopidogrel, gemcitabina, mitomicina C, quinina/quiniding, rapamicina,
ticlopidino, dextrano, hidroxietil almidén, inmunoglobulinas, manitol, sacarosa); variables clinicas (por ejemplo, presion
sanguinea, temperatura, frecuencia respiratoria); puntuaciones de riesgo (puntuacion APACHE, puntuacién PREDICT,
puntuacién de riesgo TIMI para UA/NSTEMI, puntuacion de riesgo Framingham, puntuacion Simplified Acute
Physiology, puntuaciones de riesgo de Thakar et al. (J. Am. Soc. Nephrol. 16: 162-68, 2005), Mehran et al. (J. Am.
Coll. Cardiol. 44: 1393-99, 2004), Wijeysundera et al. (JAMA 297: 1801-9, 2007), Goldstein y Chawla (Clin. J. Am. Soc.
Nephrol. 5: 943-49, 2010), o Chawla et al. (Kidney Intl. 68: 2274-80, 2005)); otras medidas clinicas (una medida de
proteina total en orina, una tasa de filtracion glomerular, una tasa de filtracion glomerular estimada, una tasa de
produccién de orina, una concentracion de creatinina en suero o plasma, una medida del antigeno papilar renal 1
(RPAL1); una medida del antigeno papilar renal 2 (RPA2); una concentracién de creatinina en orina; una excrecion
fraccional de sodio, una concentracién de sodio en orina; una proporcion de creatinina en orina respecto a creatinina
en suero o plasma; una gravedad especifica de orina, una osmolalidad de orina, una proporcién de nitrégeno ureico
en orina respecto a nitrégeno ureico en plasma, una proporcion de BUN respecto a creatinina en plasma, y/o un indice
de insuficiencia renal calculado como sodio en orina/(creatinina en orina/creatinina en plasma)). Otras medidas de
funcién renal que se pueden combinar el/los resultado(s) de ensayo del marcador de lesion renal se describen mas
adelante en el presente documento y en Harrison's Principles of Internal Medicine, 172 Ed., McGraw Hill, Nueva York,
paginas 1741-1830, y Current Medical Diagnosis & Treatment 2008, 472 Ed, McGraw Hill, Nueva York, paginas 785-
815.
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Combinar resultados de ensayo/indicios clinicos de esta manera puede comprender el uso de regresion logistica
multivariable, modelado logaritmico lineal, analisis de redes neurales, andlisis de n de m, analisis de arboles de
decision, etc. No se pretende que esta lista sea limitativa.

Diagnéstico de insuficiencia renal aguda

Como se ha indicado anteriormente, las expresiones “lesion renal (o de rifién) aguda” e “insuficiencia renal (o de rifién)
aguda”, como se usan en el presente documento, se definen en parte en cuanto a cambios en la creatinina en suero
desde un valor basal. La mayoria de las definiciones de IRA tienen elementos comunes, incluyendo el uso de creatinina
en suero y, con frecuencia, produccion de orina. Los pacientes pueden presentar disfuncion renal sin una medida
basal disponible de la funcion renal para uso en esta comparacion. En tal caso, se puede estimar un valor de creatinina
en suero basal asumiendo que el paciente inicialmente tenia una TFG normal. La tasa de filtracion glomerular (TFG)
es el volumen de liquido filtrado de los capilares glomerulares renales (del rifién) en la capsula de Bowman por unidad
de tiempo. La tasa de filtracion glomerular (TFG) se puede calcular midiendo cualquier sustancia quimica que tenga
un nivel estacionario en la sangre, y se filtre libremente, pero ni se reabsorba ni se secrete por los rifiones. La TFG
normalmente se expresa en unidades de ml/min:

TFG concentracion en orina X flujo de orina

concentracion en plasma

Normalizando la TFG respecto al area de superficie corporal, se puede asumir una TFG de aproximadamente 75-
100 ml/min por 1,73 m2. Por lo tanto, la tasa medida es la cantidad de la sustancia en la orina que se origin6 a partir
de un volumen de sangre calculable.

Hay varias técnicas diferentes usadas para calcular o estimar la tasa de filtracion glomerular (TFG o eTFG). Sin
embargo, en la practica clinica se usa la depuracion de creatinina para medir la TFG. El cuerpo produce la creatinina
de forma natural (la creatinina es un metabolito de la creatina, que se encuentra en el musculo). Se filtra libremente
por el glomérulo, pero también se secreta activamente por los tibulos renales en cantidades muy pequefias de modo
qgue la depuracion de creatinina sobreestima la TFG real en el 10-20%. Este margen de error es aceptable
considerando la facilidad con la que se mide la depuracién de creatinina.

La depuracién de creatinina (DCr) se puede calcular si se conocen los valores de la concentracidon en orina de
creatinina (Ocr), el flujo de orina (V) y la concentracion en plasma de creatinina (Pcr). Puesto que el producto de la
concentracion en orina y el flujo de orina da la tasa de excrecion de creatinina, también se dice que la depuracion de
creatinina es su tasa de excrecion (OcrxV) dividida por su concentracion en plasma. Comidnmente esto se representa
matematicamente como:

_ Og XV

D
Cr PCT

Comunmente se acomete una recogida de orina de 24 horas, desde la vejiga vacia una mafiana hasta el contenido
de la vejiga la siguiente mafiana, con una prueba comparativa de sangre tomada después:

D — Ocr X volumen de 24 horas
e Pcr X 24 x 60 min

Para permitir la comparacion de los resultados entre personas de diferentes tamafios, la DCr con frecuencia se corrige
para el area de superficie corporal (ASC) y se expresa comparada al hombre de tamafio medio como ml/min/1,73 m2.
Mientras que la mayoria de los adultos tienen un ASC que se aproxima a 1,7 (1,6-1,9), pacientes extremadamente
obesos o delgados deben tener su DCr corregida para su ASC real:

D¢ X 1,73
DCr—corregida = T

La precision de una medida de depuracion de creatinina (incluso cuando la recogida es completa) esta limitada porque
segun cae la tasa de filtracién glomerular (TFG) la secrecion de creatinina aumenta, y por tanto la subida en la
creatinina en suero es menor. Por tanto, la excreciéon de creatinina es mucho mayor que la carga filtrada, lo que
produce una sobreestimacion posiblemente grande de la TFG (tanto como una diferencia de dos veces). Sin embargo,
para fines clinicos, es importante determinar si la funcién renal es estable o empeora 0 mejora. Esto con frecuencia
se determina siguiendo la creatinina en suero sola. Como la depuracién de creatinina, la creatinina en suero no sera
un reflejo exacto de la TFG en la condicion de estado no estacionario de IRA. No obstante, el grado al que cambia la
creatinina en suero desde el nivel basal reflejard el cambio en la TFG. La creatinina en suero se mide rapida y
facilmente y es especifica para la funcién renal.

Con la finalidad de determinar la produccién de orina en una produccién de orina en base mi/kg/h, la recogida y medida
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de orina cada hora es adecuada. En el caso donde, por ejemplo, solo una produccion de 24 h acumulada estaba
disponible y no se proporcionan pesos de los pacientes, se han descrito modificaciones minoritarias de los criterios
RIFLE de la produccion de orina. Por ejemplo, Bagshaw et al., Nephrol. Dial. Transplant. 23: 1203-1210, 2008, asumen
un peso medio del paciente de 70 kg, y los pacientes se asignan a la clasificacién RIFLE basandose en lo siguiente:
<35 ml/h (riesgo), <21 mi/h (lesién) o <4 ml/h (fallo).

Seleccionar una pauta de tratamiento

Una vez que se obtiene un diagnéstico, el médico puede seleccionar facilmente una pauta de tratamiento que sea
compatible con el diagnostico, tal como iniciar terapia renal sustitutiva, retirar la administracion de compuestos que se
sabe que dafian el rifién, trasplante de rifidn, retrasar o evitar procedimientos que se sabe dafian el rifién, modificar la
administracion de diuréticos, iniciar una terapia dirigida a un objetivo, etc. El experto en la materia conoce tratamientos
apropiados para numerosas enfermedades comentadas en relaciéon con los métodos de diagndstico descritos en el
presente documento. Véase, por ejemplo, Merck Manual of Diagnosis and Therapy, 172 Ed. Merck Research
Laboratories, Whitehouse Station, NJ, 1999. Ademas, puesto que los métodos y composiciones descritos en el
presente documento proporcionan informacion prondstica, los marcadores descritos en el presente documento se
pueden usar para seguir un curso de tratamiento. Por ejemplo, un estado prondstico mejorado o empeorado puede
indicar que un tratamiento particular es o no es eficaz.

Un experto en la materia aprecia enseguida que la presente invencion se adapta bien para llevar a cabo los objetos y
obtener los fines y ventajas mencionadas, asi como las inherentes en las mismas. Los ejemplos proporcionados en el
presente documento son representativos de realizaciones preferidas y son ejemplares.

Ejemplo 1: Recogida de muestras de nefropatia inducida por contraste

El objetivo de este estudio de recogida de muestras, es recoger muestras de plasma y orina y datos clinicos de
pacientes antes y después de recibir medios de contraste intravasculares. Se inscribieron aproximadamente 250
adultos sometidos a procedimientos radiograficos/angiograficos que implicaban la administracion intravascular de
medios de contraste yodados. Para inscribirse en el estudio, cada paciente debia cumplir todos los siguientes criterios
de inclusion y ninguno de los siguientes criterios de exclusion.

Criterios de inclusion

hombres y mujeres de 18 afios o mayores;

sometidos a un procedimiento radiografico/angiografico (tal como un TAC o intervencidn coronaria) que implica la
administracion intravascular de medios de contraste;

gue se espera que estén hospitalizados durante al menos 48 horas después de la administracion del contraste;

que sean capaces y estén dispuestos a proporcionar el consentimiento informado por escrito para la participacion en
el estudio y a cumplir con todos los procedimientos del estudio.

Criterios de exclusion

receptores de trasplante renal;

con funcién renal que empeora gravemente antes del procedimiento de contraste;

que ya reciben dialisis (aguda o crénica) o que al inscribirse estén en necesidad inminente de didlisis;

que se espera que se sometan a un procedimiento quirargico mayor (tal como que implique derivacion cardiopulmonar)
o un procedimiento de imagenologia adicional con medios de contraste con riesgo significativo de lesion renal adicional
en las 48 horas después de la administracion del contraste;

participacion en un estudio clinico intervencionista con una terapia experimental en los 30 dias previos;

infeccion conocida con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o un virus de la hepatitis.

Inmediatamente antes de la primera administracion del contraste (y después de cualquier hidratacion
preprocedimeinto), se recoge una muestra de sangre anticoagulada con EDTA (10 ml) y una muestra de orina (10 ml)
de cada paciente. Las muestras de sangre y orina se recogen después a las 4 (x0,5), 8 (x1), 24 (x2) 48 (+2),y 72 (+2)
horas después de la ultima administracion del medio de contraste durante el procedimiento de indice de contraste. La
sangre se recoge a través de venopuncion directa o través de otro acceso venoso disponible, tal como una vaina

femoral existente, linea venosa central, linea intravenosa periférica o una via de heparina. Estas muestras de sangre
del estudio se procesan a plasma en el sitio clinico, se congelan y envian a Astute Medical, Inc., San Diego, CA. Las
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muestras de orina del estudio de congelan y envian a Astute Medical, Inc.

La creatinina en suero se evalla en el sitio inmediatamente antes de la primera administracion de contraste (después
de cualquier hidratacion preprocedimiento) y a las 4 (+0,5), 8 (1), 24 (£2) y 48 (2), y 72 (+2) horas después de la
ultima administracion del contraste (idealmente al mismo tiempo que se obtienen las muestras del estudio). Ademas,
se evalla el estado de cada paciente hasta el dia 30 con respecto a medidas de creatinina en suero y orina adicionales,
una necesidad para dialisis, estado de hospitalizacion, y desenlaces clinicos adversos (incluyendo mortalidad).

Antes de la administracién del contraste, a cada paciente se le asigna un riesgo basado en la siguiente evaluacion:
presion sanguinea sistélica <80 mm Hg = 5 puntos; bomba de globo intraarterial = 5 puntos; insuficiencia cardiaca
congestiva (clase llI-IV o antecedentes de edema pulmonar) = 5 puntos; edad >75 afios = 4 puntos; nivel de
hematocrito <39 % para hombres, <35 % para mujeres = 3 puntos; diabetes = 3 puntos; volumen de medio de contraste
=1 punto para cada 100 ml; nivel de creatinina en suero >1,5 g/dl = 4 puntos TFG estimada OR 40-60 ml/min/1,73 m?
= 2 puntos, 20-40 ml/min/1,73 m? = 4 puntos, <20 ml/min/1,73 m? = 6 puntos. Los riesgos asignados son los siguientes:
riesgo para NIC y didlisis: 5 0 menos puntos totales = riesgo de NIC — 7,5 %, riesgo de dialisis -0,04 %; 6-10 puntos
totales = riesgo de NIC -14 %, riesgo de dialisis -0,12 %; 11-16 puntos totales = riesgo de NIC -26,1 %, riesgo de
didlisis -1,09 %; >16 puntos totales = riesgo de NIC -57,3 %, riesgo de dialisis -12,8 %.

Ejemplo 2: Recogida de muestras de cirugia cardiaca

El objetivo de este estudio de recogida de muestras es recoger muestras de plasma y orina y datos clinicos de
pacientes antes y después de someterse a cirugia cardiovascular, un procedimiento que se sabe que posiblemente
dafia la funcién renal. Se inscribieron aproximadamente 900 adultos sometidos a dicha cirugia. Para inscribirse en el
estudio, cada paciente debia cumplir todos los siguientes criterios de inclusién y ninguno de los siguientes criterios de
exclusion.

Criterios de inclusion

hombres y mujeres de 18 afios o mayores;

sometidos a cirugia cardiovascular;

con una puntuacion de riesgo de Toronto/Ottawa Predictive Risk Index for Renal Replacement de al menos 2
(Wijeysundera et al., JAMA 297: 1801-9, 2007); y

gue sean capaces y estén dispuestos a proporcionar el consentimiento informado por escrito para la participaciéon en
el estudio y a cumplir con todos los procedimientos del estudio.

Criterios de exclusion
embarazo conocido;
trasplante renal previo;

con funcién renal que empeora gravemente antes de la inscripcién (por ejemplo, cualquier categoria de los criterios
RIFLE);

gue ya recibe didlisis (sea aguda o crénica) o en necesidad inminente de didlisis al inscribirse;

actualmente inscrito en otro estudio clinico o que se espera que se inscriba en otro estudio clinico a los 7 dias de la
cirugia cardiaca que implique la infusion de farmacos o una intervencion terapéutica para LRA;

infeccion conocida con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o un virus de la hepatitis.

En las 3 horas antes de la primera incision (y después de cualquier hidratacion preprocedimeinto), se recoge una
muestra de sangre anticoagulada con EDTA (10 ml), sangre completa (3 ml) y una muestra de orina (35 ml) de cada
paciente. Las muestras de sangre y orina se recogen después a las 3 (+0,5), 6 (+0,5), 12 (£1) 24 (+2), y 48 (+2) horas
después del procedimiento y después a diario en los dias 3 a 7 si el sujeto permanece en el hospital. La sangre se
recoge a través de venopuncién directa o través de otro acceso venoso disponible, tal como una vaina femoral
existente, linea venosa central, linea intravenosa periférica o una via de heparina. Estas muestras de sangre de estudio
se congelan y envian a Astute Medical, Inc., San Diego, CA. Las muestras de orina del estudio de congelan y envian
a Astute Medical, Inc.

Ejemplo 3: Recogida de muestras de sujetos gravemente enfermos

El objetivo de este estudio es recoger muestras de pacientes gravemente enfermos. Se inscriben aproximadamente
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900 adultos que se espera estén en la UCI durante al menos 48 horas. Para inscribirse en el estudio, cada paciente
debe cumplir todos los siguientes criterios de inclusion y ninguno de los siguientes criterios de exclusion.

Criterios de inclusion
hombres y mujeres de 18 afios o mayores;
Poblacion de estudio 1: aproximadamente 300 pacientes que tienen al menos uno de:

choque (PSS < 90 mmHg y/o necesidad de soporte vasopresor para mantener una PAM > 60 mmHg y/o caida
documentada de PSS de al menos 40 mmHg); y

septicemia;
Poblacion de estudio 2: aproximadamente 300 pacientes que tienen al menos uno de:

antibiéticos IV recetados en el registro de orden médico computarizado (CPOE, siglas del inglés computerized
physician order entry) a las 24 horas de la inscripcion;

exposicion a medios de contraste a las 24 horas de la inscripcion;
presion intraabdominal aumentada con insuficiencia cardiaca descompensada aguda; y

traumatismo grave como motivo principal del ingreso en la UCI y probablemente estar hospitalizado en la UCI durante
48 horas después de la inscripcion;

Poblacion de estudio 3: aproximadamente 300 pacientes

se espera gque estén hospitalizados en un ambito asistencial de cuidados intensivos (UCI o ED) con un factor de riesgo
conocido de lesion renal aguda (por ejemplo, septicemia, hipotensiéon/choque (Choque = PS sistolica < 90 mmHg y/o
la necesidad de soporte vasopresor para mantener una PAM > 60 mmHg y/o una caida documentada en la PSS >
40 mmHg), traumatismo importante, hemorragia, o cirugia mayor); y/o se espera que estén hospitalizados en la UCI
durante al menos 24 horas después de la inscripcion.

Criterios de exclusion
embarazo conocido;
individuos institucionalizados;
trasplante renal previo;

con funcién renal conocida antes de la inscripciéon que empeora gravemente (por ejemplo, cualquier categoria de los
criterios RIFLE);

recibié didlisis (aguda o cronica) en los 5 dias anteriores a la inscripcién o en necesidad inminente de didlisis en el
momento de inscribirse;

infeccion conocida con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o un virus de la hepatitis;

cumple solo el criterio de inclusién de PSS < 90 mmHg mostrado anteriormente, y segun el médico tratante o
investigador principal no tiene choque.

Después de proporcionar el consentimiento informado, se recoge una muestra de sangre anticoagulada con EDTA
(20 ml) y una muestra de orina (25-30 ml) de cada paciente. Las muestras de sangre y orina se recogen a las 4 (+0,5)
y 8 (x1) horas después de la administracion de contraste (si es aplicable); a las 12 (1), 24 (+2), y 48 (+2) horas
después de lainscripcién, y después de ello a diario desde el dia 7 hasta el dia 14 mientras el sujeto esta hospitalizado.
La sangre se recoge a través de venopuncién directa o través de otro acceso venoso disponible, tal como una vaina
femoral existente, linea venosa central, linea intravenosa periférica o una via de heparina. Estas muestras de sangre
de estudio se procesan a plasma en el sitio clinico, se congelan y envian a Astute Medical, Inc., San Diego, CA. Las
muestras de orina del estudio de congelan y envian a Astute Medical, Inc.

Ejemplo 4: Muestras de donantes aparentemente sanos o de pacientes con enfermedad crénica
Se adquirieron muestras de orina humana de donantes sin enfermedad cronica o agua conocida (“donantes

aparentemente sanos”) de dos proveedores (Golden West Biologicals, Inc., 27625 Commerce Center Dr., Temecula,
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de los donantes individuales incluyendo el sexo, la raza (negra/blanca), si eran fumadores y la edad.

Se adquirieron muestras de orina humana de donantes con varias enfermedades crénicas (“pacientes con enfermedad
cronica”) incluyendo insuficiencia cardiaca congestiva, arteriopatia coronaria, enfermedad renal cronica, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica, diabetes mellitus e hipertension, procedentes del Virginia Medical Research, Inc., 915
First Colonial Rd., Virginia Beach, VA 23454. Las muestras de orina se enviaron y conservaron congeladas a menos
de -20 grados centigrados. El proveedor proporcion6 un cuaderno de recogida de datos para cada donante individual
con la edad, sexo, raza (negra/blanco), si era fumador o ingeria alcohol, altura, peso, diagnostico de enfermedad o

enfermedades, medicaciones actuales y cirugias previas.

Ejemplo 5: Marcadores de lesién renal para evaluar el estado renal en pacientes

En los siguientes analisis se usaron pacientes de la unidad de cuidados intensivos (UCI) (Ejemplo 3, anterior). Cada
paciente se clasificé por estado renal como sin lesién (0), riesgo de lesion (R), lesién (1) y fallo (F) segun el estadio
maximo alcanzado a los 10 dias de la inscripcion determinado por los criterios RIFLE. Se recogieron muestras de
sangre anticoagulada con EDTA (10 ml) y muestras de orina (25-30 ml) de cada paciente en el momento de la
inscripcion, 4 (£0,5) y 8 (1) horas después de la administracion de contraste (si es aplicable); a las 12 (1), 24 (+2),
y 48 (£2) horas después de la inscripcion, y después de ello a diario desde el dia 7 hasta el dia 14 mientras el sujeto
esta hospitalizado. Cada uno de los marcadores presentes en las muestras de orina y el componente plasmatico de
las muestras de sangre recogidas, excepto el acido hialurénico, que es un ensayo de union basado en la proteina de
unién a agrecano, se midieron mediante métodos de inmunoensayo estandar usando reactivos de ensayo disponibles
en el comercio Lo siguiente es una lista de los reactivos de ensayo comerciales usados para recoger medidas de

varios marcadores:

o
[=3
a.
ola
=3
)

iurénico

elastasa de neutrofilos
(ELANE)

interleucina-1 beta (IL-1b)

interleucina-11 (IL-11)

moiécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1)

catepsina D

guimiocinas 1,2y 3 con
motivo C-X-C (CXCL-1, -2, -3)

cadena alfa del receptor de
interleucina-2 (IL2Ra)
(IL2Ra)
nrviinAanlakhiilina A flaA)
lllIIIuIIUHIUUuIIIIﬂ 'Y \IE!‘\}

inmunoglobulina G1 (IgG1)

inmunoglobulina G2 (IgG2)

alfa-1 antitripsina (A1AT)

Nombre
E

nsayo/Proveedor

Enzyme-Linked immunosorbent Assay Kit, cat. # K1200

dei en
cheion Hyaiuronan

Hycult/Cell Sciences Elisa kit para elastasa de neutrofilos humana, cat. #4K319

MSDT™ Proinflamm 9-IL-1 96-Well MULTI-ARRAY® y MULTI-SPOT® Human
Cytokine Assays: Base Kit, Cat# K11007C-2

MP Lmx" MP63K 9plex-IL-11 Human Cytokine/Chemokine Panel Ill, cat. #
MPXHCYP3-63K

MP Lmx MP83K 9plex-CXCL86 (GCP2) Human Cytokine/Chemokine Panel I}, cat
H# MDY HOVD2 82K

TEAVIE AN W T DTV

ARAY | wmmee RADY AL Do R AOE Ll ee M od e lein o (Db e e Lol Dl 111 -~ ey
I LITIA IVIFF Don pIeA-IVI-or mulndri uleRIIIEIbII\:IIIUI\IIIU rdiel i, udl. #
MPXHCYP3-63K

MP Lmx HNGD3-36K-7plex-siCAM-1 Human Neurodegenerative Disease Panei
3 Kit 96 Well Plate Assay, cat. # HNDG3-36K

MP Lmx HNGD3-36K-7plex-Cathepsin D Human Neurodegenerative Disease
Panel 3 Kit 96 Well Plate Assay, cat. # HNDG3-36K

MP Lmx MPB60K-21plex-GRO Human Cytokine/Chemokine Kit 96-Well Plate
Assay, cat. # MPXHCYTO-60K

MP Lmx MPB0K-21plex-siL-2Ra Human Cytokine/Chemaokine 96-Well Plate

Asgav cat # MDYI—H‘V TO-60K
y, cat 1610148
MD | mw MD LARAM & nlav laA Huaman Imminnanlahilin leatunina Wik Q& \Wall Dlata
VI LITIA IVIT 1T Iamavi v PIUI\_IHF\ rrannian IIIIIIIuIIUBIUquIII IJUI,"J”IB L OO VVGIHTH T 1alc

MP Lmx MP HGAM 6 plex-lgG2 Human Immunogiobulin Isotyping Kit 96 Well
Plate Assay, cat. # HGAM-301

MP Lmx HNDG2-36K 4plex-Alpha 1 anti-Trypsin Human Neurodegenerative
Disease Panel 2 Kit, cat. # HNDG2-36K
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quimiocina 13 con motivo C-C
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quimiocina 24 con motivo C-C
(Eotaxina-2)

proteina de union al factor de
crecimiento de tipo insulinico 7
(IGFBP7)

proteina de union al factor de
crecimiento de tipo insulinico 3
(IGFBP3)

inhibidor de metaloproteinasa
2 (TIMP2)

matrilisina (MMP-7)

componente P del amiloide
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(continuacion)
Nombre del ensayo/Proveedor
MP Lmx MP 62K - 23plex-MCP-4 Human Cytokine/Chemokine Panel Il, cat. #
MPXHCYP2-62K

MP Lmx MP 62K - 23plex-Eotaxin-2 Human Cytokine/Chemokine Panel Il, cat. #
MPXHCYP2-62K

MP Lmx HIGFBP-53K-Plex B-3plex-IGFBP-7 Human IGF Bindin Protein (IGFBP)
Panel Kit, cat. # HIGFBP-53K

MP Lmx HIGFBP-53K-Plex B-3plex-IGFBP-3 Human IGF Bindin Protein (IGFBP)
Panel Kit, cat. # HIGFBP-53K

RND Lmx TIMP-2 Human TIMP Multiplex Kit, cat. # LKT003
RND Lmx MMP 3plex Urine-MMP-7 Human MMP MultiAnalyte Profiling Base Kit,

cat. # LMP000

EMD Lmx CVD5-SAP BeadPlex® Human CVD Panel 5 (Acute Phase), cat. #

sérico (SAP) BPHCVDO05-8

beta-2-glucoproteina 1 (ApoH) EMD Lmx CVD1-APO H BeadPlex® Human CVD Panel 1 (Apolipoproteins), cat.
# BPHCVDO01-7

factor de crecimiento de MSD Human HGF Cat# NO5CA-1
hepatocitos (HGF)

miembro 11B de la
superfamilia del receptor del
factor de necrosis tumoral
(osteoprotegerina, OPGN)

MSC Human Osteoprotegerin Cat# NO5CA-1

fLMX indica un ensayo ejecutado en una plataforma de inmunoensayo Luminex.
TTMSD indica un ensayo ejecutado en una plataforma de inmunoensayo Meso Scale Discovery.

Lista de proveedores:

EMD: EMD Chemicals Inc., 480 South Democrat Road, Gibbstown, NJ 08027

MSD: Meso Scale Discovery, 9238 Gaither Road, Gaithersburg, Maryland 20877

MP: Millipore Inc., 290 Concord Road, Billerica, MA 01821

RND: R&D Systems, Inc., 614 McKinley Place NE Minneapolis, MN 55413

Echelon: Echelon Biosciences Inc., 675 Arapeen Drive, Suite 302, Salt Lake City, UT 84108
Hycult: Hycult Biotech Inc., 600 West Germantown Pike, Suite 400, Plymouth Meeting, PA 1946

Las concentraciones se indicaron de la siguiente manera: acido hialurénico — ng/ml, inmunoglobulina A — ng/ml,
inmunoglobulina G1 — ng/ml, inmunoglobulina G2 — ng/ml, proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico
7 — ng/ml, alfa-1 antitripsina — ng/ml, componente P del amiloide sérico — ng/ml, inhibidor de metaloproteinasa 2 —
pg/ml, factor de crecimiento de hepatocitos — pg/ml, beta-2-glucoproteina 1 — ng/ml, interleucina-1 beta — pg/ml,
elastasa de neutréfilos — ng/ml, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral — pg/ml,
interleucina-11 — pg/ml, molécula de adhesién intercelular 1 — pg/ml, catepsina D — pg/ml, quimiocina 24 con motivo
C-C — pg/ml, quimiocina 6 con motivo C-X-C — pg/ml, quimiocina 13 con motivo C-C — pg/ml, quimiocinas 1 — pg/ml, 2
— pg/mly 3 — pg/ml con motivo C-X-C, matrilisina — pg/ml, cadena alfa del receptor de interleucina-2 — pg/ml, proteina
de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 3 — ng/ml, y factor estimulante de colonias de macréfagos 1 — pg/ml.
Con excepcion de la alfa-1 antitripsina, cuya concentracion se redujo en el contexto de LRA con respecto a sujetos de
control usando el ensayo anterior, las concentraciones de todos los marcadores aumentaron en el contexto de LRA
con respecto a sujetos control usando los ensayos anteriores.
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Se definieron dos cohortes como se describe en la introduccién para cada una de las siguientes tablas. En las
siguientes tablas, el tiempo “anterior al estadio LRA” representa el momento en que se recoge la muestra, con respecto
al tiempo en que un paciente particular alcanza el estadio de enfermedad mas bajo definido para esa cohorte, agrupado
en tres grupos que son +/- 12 horas. Por ejemplo, “24 h antes” que usa O frente a R, L, | como las dos cohortes
significaria 24 h (+/- 12 h) antes de alcanzar el estadio R (o L si no hay muestra en R, o | si no hay muestraen R o L).

Se gener6 una curva de eficacia diagnéstica (ROC) para cada biomarcador medido y se determiné el area bajo la
curva (AUC) ROC. Los pacientes de la cohorte 2 también se separaron segun la razén para la adjudicacion a la cohorte
2 que se basa en medidas de creatinina en suero (sCr), que se basa en produccion de orina (PO), o que se basa en
cualquiera de medidas de creatinina en suero o producciéon de orina. Usando el mismo ejemplo comentado
anteriormente (0 frente a R, L, 1), para esos pacientes adjudicados al estadio R, L o | en base a medidas de creatinina
en suero solo, la cohorte del estadio 0 puede haber incluido pacientes adjudicados al estadio R, L o | en base a la
produccién de orina; para esos pacientes adjudicados al estadio R, L o | en base a la produccion de orina solo, la
cohorte del estadio 0 puede haber incluido pacientes adjudicados al estadio R, L o | en base a medidas de creatinina
en suero; y para esos pacientes adjudicados al estadio R, L o | en base a medidas de creatinina en suero o produccién
de orina, la cohorte de estadio 0 contiene solo pacientes en estadio 0 tanto para medidas de creatinina en suero como
produccién de orina. Ademas, en los datos para pacientes adjudicados en base a medidas de creatinina en suero o
produccién de orina, se usé el método de adjudicacion que daba el estadio RIFLE mas grave.

Los resultados de ensayo de marcadores individuales se combinaron para proporcionar un resultado Gnico como se
indica posteriormente, y el resultado Unico se trat6 como un biomarcador individual usando métodos estadisticos
estandar. En las siguiente tablas se presentan dos métodos ejemplares para combinar resultados de marcadores. En
uno, denominado en las siguientes tablas “modelo de producto”, se usaron operadores aritméticos tales como “X”
(multiplicacion) y “/” (division) en su sentido normal para combinar los niveles de marcadores medidos. En el segundo,
denominado en las siguientes tablas “modelo de regresion logistica”, se usé un método bien conocido de regresién
logistica. La regresién logistica es un método muy usado para modelos que tienen un desenlace binario, tal como la
dicotomia “enfermo” “no enfermo” mostrada en el presente documento. El método se describira brevemente a
continuacion, todos los tratamientos se pueden encontrar en la bibliografia. El modelo usado fue:

. Eﬂ-l-ﬂx-['
nf{.}:i = llx:} = 1 + EG_'J,- By

En este modelo x y B son vectores, representando x los diferentes valores observables o analitos, yi=1 indica un estado
enfermo, y Mi es la probabilidad del modelo de este estado para el caso i° dado xi. El valor de panel para cada muestra
es [Mi. El logaritmo de posibilidades o logit es:

O (v = 11x0)
1-Th{y; =1[x

logit = In[ _}] = a+ Bx;

pi se define como la probabilidad de observar el desenlace verdadero:

{ M (y; = 1lx;) si esta enfermo

Pm U -l = ) si no esta enfermo

La funcién de verosimilitud es el producto de las probabilidades de observar los verdaderos desenlaces, de modo que
el logaritmo de verosimilitud (LL) es:

LL = in{L{a,$)} = Zln(p.-}

Pare determinar los parametros, a y B, que se ajustan mejor al modelo, el logaritmo de verosimilitud negativo (-LL) se
minimiza. Esta minimizacién se realizé usando el método de Levenberg-Marquardt (Numerical Recipes The Art of
Scientific Computing, Tercera Ediciéon, Cambridge University Press, 2007). El punto inicial para cada parametro es 0.

Una estadistica cominmente usada para comparar el ajuste de dos modelos anidados es la prueba del cociente de
verosimilitudes. Esta estadistica, o la desviacion, es el doble de la diferencia del logaritmo de verosimilitud negativo (-
2LL) para el modelo dos, y es asintéticamente una distribucién x? con DF igual al cambio en el nimero de grados de
libertad (nimero de analitos) entre los modelos. Se calcula el valor de p de esta estadistica. La hipotesis nula es que
el modelo logistico no es diferente del modelo constante (B se ajusta a 0), se prueba para cada modelo usando la
prueba del cociente de verisimilitudes. El ‘valor de p del modelo’ se define como la probabilidad de que la hipétesis
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nula sea cierta. Para el modelo constante, se puede encontrar una solucién de forma cerrada para ay -2LL. Es una
funcion del numero de muestras enfermas (#D) y el nUmero de muestras no enfermas (#ND) en el conjunto de datos.

r #ﬂ
= ]n(m)

—2LL = =2 = [#NDIn(1 — ) + #D In( M)]

#D

Donde: M=——
onde (#ND + #D)

La capacidad de distinguir la cohorte 1 de la cohorte 2 se determiné usando analisis ROC. Los errores estandar se
calcularon como se describe en Hanley, J. A., y McNeil, B.J., The meaning and use of the area under a receiver
operating characteristic (ROC) curve. Radiology (1982) 143: 29-36; los valores de p se calcularon con una prueba Z
bilateral, y se describen en las siguientes tablas 1-12 como “-” si p<0,05, y como “+” si p=0,05. Todos los paneles
descritos en las tablas 1-12 a continuacion se calcularon para aumentar en valor en “enfermedad” comparado con
“control”.

Las comparaciones descritas en las tablas son:

A: Comparaciéon de niveles de marcadores en muestras de orina recogidas de la cohorte 1 (pacientes que no
evolucionaron mas alla del estadio RIFLE 0) y en muestras de orina recogidas de sujetos 0, 24 horas y 48 horas antes
de alcanzar el estadio R, | o F en la cohorte 2.

B: Comparacion de niveles de marcadores en muestras de orina recogidas de la cohorte 1 (pacientes que no
evolucionaron mas alla del estadio RIFLE 0 o R) y en muestras de orina recogidas de sujetos 0, 24 horas y 48 horas
antes de alcanzar el estadio | o F en la cohorte 2.

C: Comparacién de niveles de marcadores en muestras de orina recogidas de la cohorte 1 (pacientes que no
evolucionaron mas alla del estadio RIFLE 0, R o I) y en muestras de orina recogidas de la cohorte 2 (sujetos que
evolucionan al estadio RIFLE F) a las 0, 24 horas y 48 horas antes de que el sujeto alcance el estadio I.

D: Comparacion de niveles de marcadores maximos en muestras de orina recogidas de la cohorte 1 (pacientes que
no evolucionaron mas alla del estadio RIFLE 0) y los valores maximos en muestras de orina recogidas de sujetos entre
la inscripcion y 0, 24 horas y 48 horas antes de alcanzar el estadio F en la cohorte 2.

E: Comparacion de niveles de marcadores en muestras de orina en la inscripcion recogidas de la cohorte 1 (pacientes
que no evolucionaron mas alla del estadio RIFLE 0 0 R en 48 horas) y en muestras de orina en la inscripcion recogidas
de la cohorte 2 (sujetos que alcanzan el estadio RIFLE | o F en 48 horas). Las muestras en la inscripcion de pacientes
ya en el estadio RIFLE | o F se incluyeron en la cohorte 2.

28



ES 2 818 138 T3

8l

(euisduyijue |-ejje) / 00LI9S aplojiwe [ap 4 djuauodwod

| eujajoldoon|B-z-e}oq X 02lUQIN[EIY OpIOoE

9L

U)JUE |-EJE) / SO|IJOINBU Op ESEJSEJD

Sl

O-X-D OAljoW Uod g euldolwinb
X J oojujnsul odi} ap ousIWIoaI0 8p Jojoe} e uolun ap eujsjoid

14

Z eseulsjoldojejaw ap Jopiqiyul X L5 eulngojbounwul

€l

V eulingojbounwiul X So|JoJinau ap esejseld

cl

-0 OAJOW U0D {Z euidolwinb
nsul odi} @p OUSIWIDBID Bp Jojoe} B UQIUN Bp eujsjoid

23

(eursduyjue L-gjje) / oojuoinely oploe

ol

-0 OAJOW UOD $Z BUIDOIWIND X SO|ION8U Bp ese)se|d

ejaq |-euonajiajul
Insul odiy 8p OjUBIWIOBIO P JOJOB) |B UoluN |p eujajoid

O-X-D OAI}OW U0 9 EuDOIWIND X SO|ION8U Bp esejse|d

~

sojio0jeday ap 0jUBIWIDBIO 8P I0}OB) X D=0 OAIJOW U0D ¢| euoiwinb

©

19 eulngojBounwiul X 0d1UQIN[elY oploe

Z9 eulingojbounwiul X SO|JoJINaU ap esejseld

Z eseuajoidojejawl ap Jopiqiyul X | L-euionajlajul

Z eseusjoidojelawl ap Jopigiyul X D-O OAJOW U0D ¢ euipojwinb

| L-BulonaIajul X 0dJuQIN|ely oploe

Z eseulajoidojejaw ap Jopiqiyul X g euisda)eo

ou |dued

a o) a

v

sisijeuy

Od

od 10s

19s

V¥ olpejsa |ap sajue seloy 4

Go'0zd s

«+, OWO02 A ‘go‘o>d Is

‘ojonpoud ap ojapow ‘salejdwale salopeosew sop ap sajaued ap ejouedliubls 1| ejqel

29



ES 2 818 138 T3

€€

/ oojuj|nsul
odi} ap ojusiWIoaI0 Bp J0joe) e Uuoiun ap eujsjoid X odjuoInjely oploe

[43

so}00)eday ap 0jua|WI0a10 Sp J0Jok} X Z ESeulsjoidoje}awl ap Jopigiyul

3%

Q euisdajed X so|ljolinau op esejse|d

0¢

D-X-D OAJOW U0d (g ‘Z ‘1) seuolwinb X sojoNau ap eseiseld

6¢

SO[IJOJINaU Bp Bsejse|d X 02luQIN(elY oploe

8¢

Y euljngojbounuwul
10010 9p JojoE} [e uolun ap eujsjoid

X J ooujnsul odiy ap oal

Jx4

V eulngojbounwuul X 0dlugQIn|ely opioe

9

So}00}eday ap 0JuUdIWIOBIO Bp J0JOB) X SO|IOIINBU Sp EsE)se|d

S¢

Z eseulajoidojelaw ap JopIqIyul X SOJOJINBU Sp Bsejse|d

144

(euisduyjue |-eye) / v eulngojbounwul

€¢

Z eseusjoidojelow
9p Jopiqyul X O-X-O oAajow uod (g ‘g ‘}) seupojwinb

[44

Z eseulsjoldojejaw ap Jopiqiyul X odluginjely oploe

X4

/ oojujnsul odi} 8p ojus|WI0BID
ap Jojoey |e ugiun ap euyajold X 0oUSS Bplojiwe [Bp 4 djusuodwod

0¢

| eujajoidoon|b-z-e}aq X SO|IJ0JNaU 3P esejse|d

6l

@ euisdajed
X J oolujjnsul odly ap ojusIWIOBIO Sp JOJOE) [B uolun ap eujsjold

ou [dued

\'4 a o) <] v

sisljeuy

Od

0d 10s

19s

V¥ oIpe)sa |ap sajue seioy pg

uoIoENURUOD

30



ES 2 818 138 T3

31



ES 2 818 138 T3

D-X-D OAJ}OW UOD g eupOIWIND ‘SOJOIINBU Sp esejse|d

sO}100jeday 8p OJUBIWIDBID B J0JOB} ‘D-0 OAIJOW U0D ¢ | euloojwinb

19 euljingojBounwul ‘0dluoIn|ely opioe

295 eulingojbounuwuul ‘So|ljoJinau ap Eselse|d

Z eseuiajoidojejaw ap Jopiqiyul ‘| L-euionajisiul

Z eseulsjoidojejawl ap Jopiqiyul ‘D~ OAJOW U0D ¢ | euoolwinb

| L-Buiona}ajul ‘ooluoinjely opioe

Z eseuisjoidojejaw ap Jopiqiyul :q euisdajed

- - - - - 8
- - - - - .
- - - - - 9
- - - - - S
- - - - - |4
- - - - - 3
- - - - - z
- - - - - !
o U |sued
v a fo) g v
od od 19s 19s
V¥ Olpe)sa |9p sajue seloy pg

G0‘0=zd Is .+, owod A ‘go‘0>d Is .-, ‘eansibo| uoisaibal ap ojapow ‘sasejdwale salopedsew sop ap sajdued ap epuedyiubis :Z ejgel

-0 OAlJOW UOD ¢ eupojwinb
- - - - - 1S X J odujinsul odiy ap OjualWIoaId ap JOJoe) [e uolun ap eujsjold
D-X-D OAlJow Uod (g ‘Z ‘L) seulpoiwinb
- - - - - 0S X J oolujnsul odi} ap ojusIWIOBI Bp JOJoe) |e uolun ap eujsjold
ou [sued
v a o) a v sisljeuy
od od 19s 10s

V31 olpe}sa |ap sajue seioy g

UoIoENURUOD

32



ES 2 818 138 T3

33



ES 2 818 138 T3

34



ES 2 818 138 T3

3]

0O-D OAIJOW U0D ¢| eupolwinb
¢/ oojujinsul odl} Sp OjUBIWIDBIO Bp JOJOE} e uolun ap eujdjoid

0s

D-X-0 OAlJOW Uod (¢ ‘g ‘|) seupolwinb
¢/ oojujinsul odl} ap OjUBIWIOBIO Bp JOJOB} |e uolun ap eujdjoid

6¥

-0 OAlJOW U0D ¢| eupojwinb ‘oojuoinjely opioe

514

Z eseuisjoidojejaw ap Jopiqiyul ¢} eujajoidoon|b-z-ejaq

JA4

ap OJUBIWIORID Bp JOYE) [ Uolun ap eujsjoid ‘| eujejoldoon|B-z-e1eq

*14

| L-euinbajiajul
¢/ oojujinsul ody 8p OjUBIWIDBIO Bp IOJOE} e uolun ap eujdjoid

14

(euisduypue L-ejje) ‘soj00)eday ap 0jUSIWINBIO Bp J0JOB)

144

sojo0jeday ap OjusIWINSI0 Bp
Jojoe} ¢/ 0dJU)NSUl odi} 9P OJUSIWINSID Bp J0joe) B uolun ap eujsjold

(94

19 eulingojBfounuwiul
¢/ oolujnsul odl} 9p OjuBWIDBIO Bp JOJOE} e uolun ap eujajoid

o U jaued

a

o) g

\'4

sisijguy

Od

Od 13s

108

V¥ OIpe)sa |ap Sajue seloy pg

uoldoenuiUOd

35



ES 2 818 138 T3

36



ES 2 818 138 T3

4

- - - 8¢ eseu|ajoldojejaw ap Jopigiyul X 7 0d1ujnsul odl} 9p 0jua|widaI0 Sp 10joe} [e uolun ap eujajoid
- - - /€ (euisduyjue |-eyje) / 2 odjujnsul odi} Sp 0jusIWIDSIO Sp J0joe) [ uolun ap eujajold
- - - o¢ 00119S 9pIO|IWE [9p 4 8jusauodwod X SO|IjoJNau ap esejse|d
- - - Ge Z eseulgjoidojejaw ap Jopiqiyul X 7 eulingojbounwiul
- - - e Z eseujajoldojejsw ap Jopigiyul X 09119Ss aplojiwe |ap 4 sjusuodwod
- - - [ / 0921u)nsul odi} ap ojusIWIdaId Bp J0jok) e uolun ap eujsjoid X 0dluQIn|ely oploe
- - - ze so}i00jeday ap OjuUSIWIBIO Sp J0JOk) X Z eseulsjoidojeisw ap Jopigiyul
- - T 1 @ euisdajed X sojljosjnau ap esejse|d
- - - 0g O-X-0 OAljoW Uo9 (¢ ‘Z ‘|) seupolwinb x sojijosnau ap esejse|d
- - + 62 SO|IJ0J}N3aU Bp ESE}SES X 0dlUOIN|elY Oploe
- - - 8z V eulingojbounwul X 2 0d1ujinsul odi} ap OjusIWIda1d Sp JOJOE) e uojun ap eujsjoid
= z - ]2 V euljngojbounwul X 0dlUoInjely oploe
- - - Y4 So}100}eday ap OjuUSIWID8ID Sp I0}Ok} X SO|IJOJNaU Sp esejse|d
- - - (Y4 Z eseulsjoidojelaw ap Jopigiyul X SO|IJoIiNauU ap esejseld
z - - Ve (euisduyjue |L-eje) / v euingojbounwui
- - - ez Z eseulajoidojejsw ap Jopiqiyul X O-X-O OAjoW uod (¢ ‘Z ‘1) seupolwinb
Z - - F44 Z eseuiajoidojelaw ap Jopiqiyul X 0dluoinjely oploe
/ odlujjnsul
- - - 12 odl} ap ojualWIdaId P J0JOk) |B uolun ap eujajoid X 021ISS BpIojiwe |ap 4 djuauodwod
o'u [aued
3 3 3 sisljeuy
od Od 10s 10s

uoloENUIIUOD

37



ES 2 818 138 T3

38



ES 2 818 138 T3

- - - 6l @ euisdajeo !/ oolujjnsul odi} ap ojuslWIoaId dp J0Jo.) [ uolun ap eujsjoid
- - - gl (euisdujue L-eje) ‘00119s apIojiWe [9p 4 djuauodwod
- - - /L | eujajoidoon|b-z-ejaq ‘o0d1uoinjely opioe
- - - 9l (euisduyjue L-ejje) 'sojljolnau ap esejse|d
o}
- - - Gl -X-D OAljoOW Uod 9 eurolwinb {7 o0dlulNsul odly 8p OjusIWIdSIO Sp JOJO.) |B uolun ap eujajold
- - - ¥l Z eseulajoidoleiaw ap Jopiqiyul L9 eulingojbounwul
- - + el ' eulingojfounuwiul SO|oJNauU ap esejse|d
o)
- - - ZL -0 OAlJOW U0d $Z euloolwinb {/ odlujinsul odl} 8p OjuSIWId8I0 dp J0}O.) e uojun ap eujsjoid
- - - Ll (eursduypue |-ejje) ‘oojuoinjely opoe
- - - oL -0 OAlJOW U02 g euioojwinb so|ijojnau ap esejsels
- - - 6 B)aq |-BUION3|IdUI |/ 0dlujjnsul odi} ap OjusIWIdaId Sp Jojoe) [e uojun ap eujajoid
- - - [e) O-X-D OAljoW Uod g euoojwinb {sojjosnau ap esejse|d
- - - / soj100jeday ap OJUSIWIDBIO 8P 10Ok} (D-0 OAOW U0 ¢ euojwinb
z - - 9 1 © eulingojbounuwul ‘091uoINn|ely oploe
- - - [ Z9 eulngojbounuwiul So|oJNau ap esejse|d
- - - ¥ Z eseuajoidojejaw ap Jopiqiyul ‘| |-eulonapajul
- - - I Z eseuisjoidojejaw ap Jopiqiyul ‘-0 OAIJOW Uod ¢| euoojwinb
z - - Z | L-BuIdoNajJajul ‘odluoinjely oploe
- - - L Z eseuiajoidojejaw ap Jopiqiyul ‘g euisdajed
o'udued
3 3 3 sisljeuy
Od Ood 19s 10s

Ggo‘ozd Is .+, 0wod A ‘go‘p>d Is

w

‘eons|Bo| ugisaibol ap ojppow ‘J sisijeue ‘sasejdwale salopeolew sop ap sejaued ap eloueoyiubls i ejqe |

39



4

ES 2 818 138 T3

- - 8¢ eseulsjoidojejaw ap Jopiqiyul {7 odjujnsul odiy ap OJUSIWIDBIO Sp JOJOe) [B uolun ap eujajold
- - /€ (eursduyue |-ejje) ‘7 oolujnsul odly 8p OjusIWIDaId 8p 10joE) [B Uoiun ap eujsjold
- - o¢ 00119S 9PIOJIWE [9p d 8)uauodwod ‘So|JoINau ap ESEISE|d
- - Ge Z eseuajoidojejaw ap Jopiqiyul 'y eulngojbountuul
- - ¥€ Z eseuiajoidojejaw ap Jopiqiyul ‘001Is aplojiwe [8p 4 8jusuodwod
- - ce / ooluj|nsu; odiy op ojuSIWIOBIO Bp J0}OB) [B Uolun ap eujajold ‘oojuginjely opioe
- - zs sojloojeday ap OjUBIWIDBIO Bp I0Joe} ‘g eseulajoidojejaw ap Jopigiyul
- - 1€ @ euisda}ed ‘so|ljoiNau ap ESEISE|d
- - o€ D-X-D OAljow Uod (g ‘z ‘1) seuroolwinb {sojyolinau ap esejseld
- - 62 SOJ1JOJJNaU Bp BSE)SE|d ‘00lUoIN|ElY OpIoE
- - I°Y4 V eulingojfounuwul ¢/ odlujnsul odiy 9p 0jUBIWINBIO Bp I0}ok) [e uojun ap eujsjoid

- - 12 V eulngojfounwul ‘od1uoinjely opioe
- - Y4 soy00}eday ap OJUSIWIDBIO SP JOJOB) ‘SO|IJOIINaU 3p ese)se|d
- - [ Z eseuajoidojelal ap Jopiqiyul (SO|IjoJNauU dp ESE)SE[D
- - %4 (euisduyjue |-ejje) ‘yy eujingojfounwuy
- - o d Z eseuajoidoje}aw ap Jopiqiyul {D-X-O OAljow uod (g ‘g ‘L) seudolwinb
- - 2z Z eseuajoidojejaw ap Jopigiyul -0o1uoin|

L odlujnsul
- - 1z odl} ap ojusjwidaId Bp Jojoey |e uolun ap eujdjoid (0oLBS Bplojiwe |9p 4 Sjusuodwod
- - 0c | eujajoldoon|b-z-ejaq ‘so|1joljnau ap esejseld

o'ujdued

3 3 sisljeuy

od 19s 19s

uoIPENUIUOD

40




ES 2 818 138 T3

o)
- - - LS -0 OAJow Uod ¢ eupolwinb {7 oojujnsul odly 8p OjUBIWINBID P JOJOE} [ UOlUN ap eujajold
O-X-O oAjjow
- - - 0S uod (g ‘z ‘1) seuolwinb {7 oojunsul odi} 8p OJULBIWIOBIO Bp JoJoE) [e uglun ap eujsjold
- - - 61 O-D OAlJOW UOD ¢ euloolwinb fodluoinjely opioe
- - - Y Z eseuiajoidojejsw ap Jopiqiyui ©| eujajoidoon|b-z-ejaq
- - - v / 0d1ujnsul odi} p ojusIWIdaID dp JOJOE) B uolun ap eujajold ‘| eujsjoldoon|b-g-elaq
- - - ot | L-euinbajiajul {2 ooju)nsul odi} 8p O}USIWIOBIO P JOJOE) [e uoluNn ap eujsjold
- - - G (euisdujjue |-eje) ‘sojoojeday ap OjuaIWIdaId dp I0joe)
so}ioojeday
- - - a4 9P OjuUBIWIDAIO Bp JOJOE} {/ 0dluUjINsul odl} ap OJuBIWIOBID P J0joe) |e uolun ap eujsjoid
- - - (%4 19 eulingojbounwul 7 odjujnsul odi} ap 0jUBIWIDBIO Sp I0joe} [ Uolun ap eujajold
- - - [44 O-X-D OAljow uod (g ‘g ‘1) seurpolwinb ‘oojuoinjely opioe
- - - Ly / odlujnsul odi} p 0jusIWINBIO Bp JOJOE) |e UoIUN ap eujajold ‘sojjosnau ap esejse|d
Jesjown)
- - - o SIS0I03U 9p 10}oe} |ap J0}dadal |ap eljiwepnadns e| ap gl | 0Jqualw ‘SOjolNau ap esejse|d
- - - 6S 00119S 3pIojIWe [3p d 8juauodwod ‘odluoinjely opioe
o'u [dued

sisiieuy

Od

Od 10s

10s

uoIENUNUOD

41



ES 2 818 138 T3

G0'0zd Is .+, owod A ‘Go‘0>d Is

1S0S St L¥ 9
St .m TF 1+ "0t "6€ "8€ "LE T9€ "SE HE TEE TE 1€ 0E 62 ‘RTLT 9T
STPTETTT AT OT 61 81 "LI 91 "FI €1 T 110169 'S ¥ "€ 1 0 vy
IS 0S 6 8F LT 3 FTF e olpejse _
‘TH '1¥ 0F 6€ ‘8€ "LE "9€ 'SE vm €€ 'TE 1€ 0€ "6T 8T LT 9T ST HT €T ._mn Od 10s
TTITOT 61 8T LI 91 'ST PI €I TI'TT 01 '6'8°L9'S v €Tl g saEe Y o
1S70S"6¥ 8¥ LY OF 'S¥ ¥ eF
‘TH 1P "0F "6€ "S€ “LE "€ "SE€ “PE €€ "TE 1€ 0€ 6T ‘8T N ‘9T °ST T €T
TTATOT 61 81 LI 9L'SIPI €L TI 1101 6 8L 9°S P €T I v
1
0§ "6F 8t LY 9P ‘St vr €F TP "1 0F "6€ "8€ "LE "9E€ “SE 2 ‘ceTeoe
‘8T 9T STET TTITOT 61 "SI LI'STPITIII'6°L9'S P €T 1 a vdl
_m.cm Y LY olpejsa
OF ‘St ‘PP "€F "6€ "8E "LE PE €€ TE VT TTIT 61 VI LTTI11°L "] o) |ap sajue
1S 0S 9V S¥ b ¢F y 8y
“Th 6E "8€ L€ GE "PE CETE VT HTET IT 6L VLI TL I L H €T g
\'4
IS 0S6F 8V L¥ 9 S¥ vb tF 108
TH 1 0F “6€ ,xm.R ,c ‘s¢ 3 ‘€€ TE : 0€ "6T 8T LT 9T ST HT €T
‘TTIT0T 61 QUSIPLCL T IL0L'6 '8 L9 Sy €Tl a o
0S St "€t T 0F "6€ m
e g S Sae S SO g Sar Sm Sy S & olpejsao
L€ "9 "CE€ b€ 0 "RT LT HTET T 6L 8T 9L b1 ‘TL 110169 e :
IS 0S 60 8F L¥ c 1°p
‘St PP € T TF 0F "6€ “SE “LE "9 “SE “PE €€ “TE “1€ 0€ 6T 8T LT 9T Seey 0
STYTETTTIT Ol BILL 9L ST P €L T IL0I 68 L9y €] g
0S "9 St E€F LET9E PE FT IT 61 81 91 #1 CTI 1T ¥ v
| BIgE)} B] U BI3WNUD 3S OWO0I UOS s3ajaued so| ap soJawnu so
*sisijeue Jod (50‘0 & |enBl o anb Jouaw d ap JojeA) soAneayiubis sajaued sisljeuy

.-, ‘010npoud ap ojapow ‘salejdwale saiopeolew sop ap sajsued ap epuedliubls G ejqe ]

42



ES 2 818 138 T3

43



ES 2818 138 T3

[S°0S 6F St L¥ 9F SP vl
"PhCH TH 1P O "6€ 'S€ L€ 9€ SEPECETEIC0E 6T ST LTTST| V| nesy | 0d 108
$TUETTTIT 0T 61 L1 9L ST PI ST 1101 '6'8°L'9'S v € T -ue Y 0
1S°0S ‘6% 'St Lb
"OF St b EF TH I 0% "6€ "8E LET9E SEPECETEIC0E 6T 8T LT A -
9T ST PTCT'TT T 0T 6L "SI LU 'SU'F1'TL 11 °6'8°L 9'S '+ €T 1 oIpE)Sa
IS'SE PP 1P °0b 68 "9€ "pE “TE 1€ ST IT 0T 61 "S1°6°L°S "I o) mo_a_nm
SP b 1 0b "6€ "LE 9€ PE EE TEIE ST HTIT 618191 11°6°S | g usy
9F 91 °6 '8 v
1S °0S ‘6b ‘St 'Lb 9P ‘St bb
EP TP 1P 0P 6€ "8E "LE "€ "SE PE EE TETIC0E 6T 8T LT 9T ST | A 198
CTTTUT0T 61 'S LI O STPL S TI I1°01°6'8 L'9'S v €'’
1S°05"SPEp "Th "0 '6€ 'RELEGESEWETEIE | vl
0€ ST LT ST PTCT'TT AT 6L 'S 9L F1 ST 11°01 '6°9°S ‘+'€°1 OIPEIS3
1S°0S “6b '8t "Lt OF 'St bh soe
€ TP 1P 0b ‘65 “S€ ‘L€ ‘9F “SE PECETEIE 0L 6T RT LT 9T 'STHT | 4 4o
€T TTITOT 61 'S1"L1 9L "SI PIEL' T 11°01'6°8°L"9 ‘v T
.
"6€ L€ 9€ PE CE I ST WT TTIT 61 8191 P TIII01 69|
Z ©|ge) ] U3 RIAWINU 3S OLWOJ UOS SI[AURA SO] 3P SOI3WNU SO J—
*sisijeue Jod (50‘0 e jenBi o Jouaw d ap JojeA) soaneayiubis sajgueq | ¢
50'0=d

IS .+, OWO9 £ ‘G0'0=d IS .-, ‘BoNsI00] UoISaIBa1 ap ojapow ‘sasejdwald Salopedsew sop ap sajeued ap epUBdWUGIS ‘9 e|qe ]

IS °08
6F "8t LY 9% 'SP HE TER T T 1H 'OF "6E "8€ "LE "SE "PE TEE "TE 0€ 6T 'S8T
LTYTSTHPT ECTTTIT O SILI'SIFICI T IL'6°L 9 v €Tl

a

| Ige) 2] U3 RIBWINU S OWOI UOS SIJaURA SO| 9P SOIBWNU SO
*sisijeue Jod (Gp'0 e jenBi o Jouaw d ap JojeA) soanedyiubis sajaued

sisijeuy

44



ES 2 818 138 T3

TH 1F "0F "6€ "8€ "LE T9€ "SE PE "CE "TE 1€ 0€ 6T 8T LT YT ST VT €T
TTITOT 6L VT LT 9T ST HI €T TIIT 0L 68 L9 CH € T°]
1S°0S "8Y "Ly 9% St bb
€FTH 1¥ 0k "RETLE 9E T mm PE €€ "TE 1€ 0€ "6T 8T LT 9T STHT €T vyl
TTITOT 61 8T LI 9T ST FICITITITI 01 '6'8°L9OCF €T T olpejss
1S°0S "6F "8y L¥ "9F St vb EF 1ap
TH 1¥ 0F "6€ '8¢ “LE cm.mm FE €€ "TE 1€ 0 6T 8T LT 9T ST HT ‘€T sajue y 0
,NN IZ0T°61 8T LI 9T ST FICI T IT 0168 L9 CH €T ]
1S °0S "6F "S¥ LY 9% “S¥ br tF
TF1F °0F "6€ "8E LE T9E€ S FE "€E "TE 1€ T0€ "6T "RT LT 9T ST HT €T
TTITOT 6L BT LI 9T ST FIEI'TITIT 016" 8°LO S €T I
1S °0S "6 "8 "Ly "9F "CF
T CE T TP 0F “6€ "8E TLE T9E "SE HE TEE "TE (1€ 70€ 6T 8T LT 9T ST
¥ €T ,Nm._o 0T 61 8T LI ST HIEITIIT 0168 L9 CH € TI vyl
[S70S Ly "OF “vF "€F "1F 0¥ "6€ "RELEEERTIT 61 SIEI'TI "6+ T olpejsa
1S °0S |op sajue
‘6F 8Y LY OF 'St ¥b TEF TH 1Y "0F "6€ "8E LE T9€ "SE HE "EE TEIE 6T ysy
BT LT 9T STHTCTTT AT ORI LI SIFITIITI 6 L9V €T ]
6F St PP Th "6€ T€ETTE 6T LT 9T TTLITIT L9V T
1€ °0S 6% 8¢ "Lt "9 S v
€F TV "1 "0F "6€ "8€ "LE "9€ "€ "PE "€E "TE 1€ 0€ 6T 8T LT 9T ST HT
ETTTIITOT 68T LI 9L ST PIEI'TI IT01'6°8° L9 S P €T
1S°0S "8 "Ly 9% "Sv
by P T TP 0P T6€ T8E LE T9E "SE PE "EE "TE T1€ °0€ 6T 8T LT 9T ST
FTETTTITOT 61 BI LI 9L ST #IEITIII01°6'8 c.- el
1S 705 “6F 8% Ly 9% SF +F
€F TH 1Y 0 6€ "8E TLE 9 TSE PE TEE TTE TIE 0€ 6T TRT LT 9T ST HT
ETTTIITOT 6L B LI 91 STPIEITIIT01"6°8°L'9' S P €T I

Z e|qe)} | Ud eJaWNUD 3S OWO0I UOS Ssajaued So| ap soJawnu soT
‘sisijeue Jod (50‘0 e |enbi o anb Jouaw d ap JojeA) soAeoyIubls sajaued

uQIoBNUUOD

45




ES 2 818 138 T3

46



ES 2 818 138 T3

a7



ES 2 818 138 T3

48



ES 2 818 138 T3

9g

(euisdmnue |-ejfe)
/ 00LSS Bplojiwe [9p 4 8jusuodwod X 0dlugin(ely oploe

Sg

(euisduyue
L-eye) / VW eupngojfounwul X odluoinjely oploe

¥S

(euisduyjue |-eye) / 2 oowujinsul odl} 8p OjUIWIDDIO
op lJojoe) |e uolun ap eujgjoid X odluginjely oploe

€g

(euisduue
L-ej[e) / sojjosnau ap esejseld x | eujajoidoon|B-z-ejaq

2s

(euisdupue
L-ejle) / V¥ eulngojbounwul X SO|yoJNau ap esejse|o

3]

(euisdupue |-gjle)
/ soji00}eday ap OjualWIdaID dp J0joR) X 0dlUQIn|ely oploe

0g

/ odlujjnsul
od} ap ojus|WIoaI0 Bp J0joe} B UQIUN 8p eujajoid X 00LI9S
aplojiWe |9p 4 8jusuodwod X so|josnau ap esejseld

6V

|eJowny SISoloau ap Jojoe} [ap Joydedal [op eljiwepadns
e| 9p g1 | OJqWaIW X SOJIJ0INaU Bp ese)se|s X / odlujnsul
od} ap OjusIWIOBIO Bp JIoYE) | uolun B8p eujsjold

114

] L-BuIoNajIajul X / odlujinsul odi} op 0juaiwioald
ap Jojoe} | uolun ap eujsjold X odjuoInjely opioe

YA

(euisdujue L-ejje) / y eulngojbounwul X / odiujinsul
odl} ap oOjuLIWIOBIO Bp Jojoe} |e uolun ap eujsjoud

or

Jelown}
sIsolosu ap Jojoe} |ap Joydeoal |ep eljiwepadns e| ap
gl | oJquisiW X SO[IJOJINBU 3p ESE)SE[d X 02lUQIN[ElY Oploe

Sy

/ odlujjnsul
od} ap OjusIWIOBIO Bp oY) [ uolun 8p eujsjold
X 00LI9S apIojiWe [9p d 8juauodwod X 0dluQInjely opioe

|44

2D oAlow
uod ¢l eupolwinb x 7 odlujnsul odiy 8p OjuUBIWIOBID
ap Jojoey | uolun ap eujslold X ooluoInjEly Oploe

(94

V eulingojbounuwiul X / odiujjnsui odiy op OjuaiWioaId
ap Jojoe} |e uolun ap eujajoid X SO[IJOINBU Bp ese)se|d

v

(euisduyjue |-ej[e) / SO|lJoJjNaU ap BSE)SE|S X ¢ 00lUj|nsuUl
od} ap OjusIWIOBIO Bp JIoYE) | uolun ap eujsjold

|aued

d|]gd|v|ada|d2|/g9|v|da|d |4

sisijeuy

Od Od 10s 10s

V¥ OIpe}sa |ap sajue seioy g

uoloENUIRUOD

49



ES 2 818 138 T3

50



ES 2 818 138 T3

06

(euisdujpue |-eje) / soyoojeday
ap OJUBIWINBID Bp Jojoe) X Z eseuljoldojelaw ap Jopiqiyul

68

(euisduyjue |-eye) / z eseuisjoidojejow
ap Jopiqiyul X 0oUdS aplojiwe [Pp 4 djusuodwod

88

V eulingojbounwiul X / 0diujjnsul odi} ep OjualWIoald
ap Joje) | uoun ep eujgjold X odlUCINElY opioe

/8

(euisdujnue |-eye) / soyoojeday
ap OjuslWIoaID |p Joje X | eulsjoldoon|b-g-eaq

98

Z eseuisjoidojeiaw
ap Jopiqyui X / odujnsul ody 8p OJuUSIWIBID
ap Jojoey |e uolun ap eujajoid X | eujsjoidoon|B-z-ejeq

S8

Z eseujsjoidojelaw
oap Jopiqyui X , odlujnsul odi} 8p OSIWIOBID
ap 10joe} e uojun ap eujajoid X SO|OANBU Bp BSE)SE|d

¥8

/ ooluj|nsul
odl} op OjusIWIOBIO Bp OB} |e uolun ap eujsjoid
X | eujajoidoon|B-z-e}joq X SOQANSU Op eseise|

€8

(euisduyue
L-eje) / 2 oojnsul ody 9p OjusIWIoBID 3P JIojoe)
Je uoiun ap eujajoid X 02119S aplojiWe |9p d djusuodwod

4]

sojoojeday
P 0JUdIWID3ID Bp J0JoB) X / 02luj|NSuUl odi} 9p 0JUBIWIDBID
op J0Joe} |e uolun ap eujajold X SO|IJ0JNBU Bp ese)se|d

18

(euisduyue
L-ejje) / ooluoinjely opioe X | eujsjoidoon|b-z-ejaq

08

(euisdmpue |
-eJ|e) / sojioojeday ap OjuSIWINSI0 Sp J0JOB) X / OOlUlNsSUl
od} op OjusIWIOBID 8P JOJOE) |B uolun ap eujajoid

6.

(euisduyue |-eje) /
Z eseulajoidojelow op Jopiqiyul X SOjoINauU ap esejseld

8.

(euisduyjue L-eje) / 2 odlujinsul odi} dp OUBIWIDBIO
ap Jojoey |e uoiun ap eujsjold x | eujsjoidoon|b-g-eaq

1L

(euisdunue
L-Bjle) / |eiown} SISOIO8U 8p I0Joe) |ap Jojdadal |ap
eljiwepadns e| ap gl | 0Jquiaiw X SO[IJ0JNauU ap esejse|d

9/

@ euisdajed x 7 odjujinsul odi} 9p OjUSBIWIDBI0
ap Jojoe} |e uolun ap eujsjold X SO|JONBU Bp ESE)SE|D

Gl

soyoojeday ap OjUBIWIDBID
ap Jojoe} X SO|ljosjnaU Bp esejse|d X 0dluoinjely opioe

|aued

o)

g|v|a|d|jg|v|ajd|g

sisijeuy

Ood Od 10s 19s

V1 OIpe}sa |ap sajue seioy g

uoloBNUIIUOD

51



ES 2 818 138 T3

52



ES 2 818 138 T3

¥Z

V eulngojbountuul
‘so|yoqynau ap esejse|o ‘oojuolniely oploe

€¢

Z eseulsjoidojeaw
ap Jopiqiyui {/ odlujnsul odiy 8p OjUBIWIOBID Bp J0JoB)
|e uolun ap eujajoid ‘00LIBS Bplojiwe [8p 4 djusuodwod

[44

Z eseulsjoidojeiaw
ap Jopiqiyu ‘| L-euronapajul i ooluj|nsul
od} @p OjUsIWIBIO Bp JIoYe) | uolun 8p eujsjold

14

(euisdujpue |-eje) ‘00119S apiojiwe
[9p d @jsuodwod D-) OAjoW U0d {g eupolwinb

0¢

sojoojeday
ap OjUBIWIDBIO Bp J0joe) {/ OdlujINsuUl odly 9P OJUBIWINBID
ap Jojey |e uolun 8p eujsjoid ‘ooluoinjely oploe

6l

@ euisdejed 1 oojujnsul odiy 8p OjUBIWIOBID
ap Joyoey |e uolun op eujejoid ‘odluoinjely opioe

8l

19 eurngojbounwiul
‘ooluoInjely oploe ‘so|joynau ap esejse|o

Ll

Z eseuigjoidojejawl
ap Jopiqiyui ‘y euyngojbounwul ‘odluoinjely opioe

9l

19 eujingojBounuuu ‘7 odlujjnsul odi} 9p OJUSIWIDBID
ap 10joe} e uolun ap eujajolid ‘sojyosnsu ap esejseld

Sl

Z eseuiajoidojejaw ap Jopiqiyul
‘SO|lJoJINaU Bp esejseje ‘D-) OAlJoW U0 g eupolwinb

14

(euisdujnue L-eye) g euisdajed [sojjojnau ap esejse|d

€l

soyoojeday ap OjUBIWIDBID
ap Jojoe} 'z eseulsjoidojejow ap Jopigiyul {/ oolujnsul
od} op OjusIWIBIO Bp JoYe) | uolun 8p eujsjold

¢l

Z eseuisjoidojeiaw
ap Jopiqiyul 'y eulingojbounwiul ‘sojyoinau ap esejse|o

Ll

| L-euronajiaul -/ odlujinsul odp ap OjuBIWIdRID ap I0JOE.}
[e uolun ap eujajoid ‘00l9S Bplojiwe [8p 4 djuauodwod

ol

(eursdiypue |-ejje) rejaq |-euipnajIajul -/ odlu)nsul
od} ep ojusIWIBIO Bp Jopel | uolun 8p eujsjold

(euisdujpue |-eje) ‘soyoojeday
8p oOjuslwIdaId  |8p  Jooe) (L9  eulngojfounwul

sojoojeday ap
0}UaIWIDa10 3p J0JOk} ‘SO|IJ0ljnau ap esejse|s | euisdajed

/g |v|/da|d|/d|v|ad|d |9

sisijeuy

Od Od 13s 10s

V¥ OIpe}sa |ap sajue seioy g

uoloENUIIUOD

53



ES 2 818 138 T3

(94

V eulingojbounuuul -/ odlujinsul odi} op OjuaIWINald
ap Jojoey e uolun ap eujsjoid sojosnau ap esejse|d

[44

(eursduypue |-ejje) ‘so|1joJinau ap ESE}SEf ‘¢ 0dlujnsul
ody ep ojusIWIOBIO op Jojoey [B uolun 8p eujsjold

24

(euisduyjue L-eje) ‘soyoojeday
Sp OjuUSIWIOBID Sp JOJOB} (SO|OJNdU  dp BsSe)seld

oy

|eJowny sisoloau
ap Jojoey [op Joydaoal |ap eljiwenadns | ap g| | oiquiaiw
‘so|ljosynau ap esejsels ‘g eseulsjoidojejawl ap Jopigiyul

6€

D-D OAlJOW U0D
¢ euolwinb ‘sojyonnau ap esejseld ‘odluginjely opioe

8¢

(euisduyue |-eyje) ‘'sojyonau ap esejse|o euls)|jew

A

| eujajoidoon|b
-Z-e}oq 'so|yosjnau  op kesejsele  ‘odluoinjely oploe

9¢

soyjloojeday
op OJUBIWIOBIO Bp Jojoey {/ odlulnsul odl) ap OJUBIWIOBID
ap Jojoe} |e uolun ap eujsjoid ‘| eujsjoidoon|b-g-ejaq

Se

Z eseuisjoidojejawl
ap Jopiqiyui 'y eulngojbounwul {7 odlujnsul
odp ep ojusIWIOBIO Bp Joyoel e uolun ap eujsjoid

ve

(euisdmnue |
-ejje) ‘001I9S aplojiWe [ap 4 8jusuodwiod | | -euonajaul

€¢

Z eseuisjoidojeiaw
ap Jopiquyul ‘| eujsjoidoon|B-z-ejaq ‘ooluoinjely oploe

[43

(euisduyiue |-eye) 7 odjujinsul odi} ap OjUBIWIDBID
ap Jojoey |e uolun ap eujdloid ‘Z9 eulngojbounwul

L€

‘so|ly0inau
ap esejse|d ‘g eulonapsjul ap Joydadal |ap eje eusaped

0¢

Z eseuisjoidojejawl ap
Jopiqiyui ‘| eujajoidoon|B-z-e}aq ‘SO|oJINaU ap esejse|o

62

Z eseulajoidolejow ap Jopiqiyul :0019S
aplojiwe [op 4 8jusuodwod ‘so|yosinau sp esejse|d

8¢

(euisdmue |-eje)
‘z eseuisjoidojejow ap Jopiqiyul ‘L9 euingojfounwiul

x4

Z eseuiajoidojejaw op Jopiqiyul
‘00l9S aplojiwe [8p 4 8jusuodwod ‘odjuoinjely opioe

9C

] L-euinbapiajul -7 odlujnsul odiy ep ojUSIWI0BId
ap Jojoey} B uolun 8p eujajoid ‘SOjOLNBU Bp ese)seld

S¢

19 eulngojbounuwiul 7 odlujnsul odi} op OjUSILIDSID
ap Joyoey |e uolun op eujsjoid ‘ooluoinjely oploe

|aued

o)

g|/v/jajdjg|jviajo|g

sisijeuy

Ood Od 10S 19s

V¥ OIpe}Sa [9p Sajue seloy $Z

uoloENUIIU0D

54



ES 2 818 138 T3

55



ES 2 818 138 T3

56



ES 2 818 138 T3

€6

(euisduypue |-eje) ‘oolas
aplojlwe |9p 4 9jusuodwod ‘so[yolnau ap esejseld

c6

(euisdupue
L-ej|e) ‘g eseuiajoidojejsw ap Jopigiyul ‘0dluoinjely opioe

16

(euisduyue
L-ejle) ‘19 eulngojfounwul  ‘odluginjely  oploe

06

(euisdujpue |-eje) ‘soyoojeday
ap OjuaIWIDBID Bp Jojoe} 'z eseulsjoidojedw ap Jopiqiyul

68

(euisduyijue |-eyje) ‘g eseuigjoidoje}aw
ap Jopiqiyul ‘0ou9s aplojlwe [9p d Sjusuodwod

88

V eulngojbounwiuj 1 0dJujjnsul odly 8p O}USIWIOBID
op Joyoe} |e uolun op eusjold ‘odluoiniely oploe

18

(euisduyjue |-eje) ‘soyoojeday
ap oOjudlWIoaId |p Jojoey (| eujsjoidoon|b-z-ejaq

98

Z eseulsjoidojejaw
ep Jopiquyui ‘7 ooujnsul  ody 8p  OJUSIWINSBID
ap Jojpey |e uolun ap eujsjoid !| eujsjoidoon|B-z-e}aq

S8

Z eseuisjoidojeiaw
ep Jopiquyui ‘7 ooujnsul  ody 8p  OJUSIWIOBID
ap Jojoe} e uolun ap eujsjold ‘sojyosNaU Sp Esejseld

¥8

J ooluj|nsul odi} ep OjuaiWIdaId ap JOjoe} [B Uolun ap
eujsjold :| eujajoidoon|B-g-e}aq So|IjosNaU Sp ESE)se|d

€8

(euisdupue
|-eye) ‘7 oolujnsul od} Sp OJUSIWIOBIO Sp 10O}
|e uolun ap eujajoid 001I9S aplojiwe |9p 4 djusuodwod

[43]

sojoojeday
ap OjUBIWIDAID Bp 10Jok} {/ 0dlulNsul odl} ap 0judIWIDAID
ap Jojoe} |e uolun ap eujsjoid ‘SO[IJOINSBU Sp esejse|d

18

(euisdupue
L-eje) ‘ooluoinely opoe | eujsjoidoon|b-g-ejaq

08

(euisduue
L-ej|e) ‘sojoojeday ap ojusIwWIDaI0 ap JOJoe) {/ 0dlujINsul
odi} ap ojuLIWIOBIO Bp Jojoe} |e uolun ap eujsjoid

61

(euisdmnue |-ejfe)
'z eseuisjoidojelaw ap JOpIgIyUl ‘SOJIIOIINBU Bp esejse|d

8.

(euisduiue |-eye) 7 oodlujinsul odi} ap OjUSIWIdBID
ap Jojoey |e uolun ap eulsjoud | eusjoidoon|b-z-ejaq

|aued

0/9|v|/d|d|9 |v|da|d|4g

sisijeuy

Od Od 10s 10s

V¥ OIpe)sa [ap sajue seloy $Z

uoloBNUIIUOD

57



ES 2 818 138 T3

58



Z eseuigjoidojejawl

ES 2 818 138 T3

- - - 62 ap Jopiqiyul X 001I9S apIojiWe |ap 4 djuauodwod X Sojyoinau ap esejselo
(euisdiynue
- - - T4 L-ejje) / gz eseuoidoelsw op Jopiqyul X LS eulngojbounwul
Z eseulajoidojejaw
- - - 12 ap Jopigiyul X 0919s aplojiwe |ap 4 djuauodwod X odjuoinjely oploe
| L-euinbajiajul X /2 odlujnsul
- - - oz odi} ap ojualWIoa10 Bp Jojoe) |B Uglun ap eulajold X SO|140I3Nau ap eselse|d
19 eulngojbounwul X / 0d1ujjnsul
- - - Gz odi} ap ojualWIoaID Bp JoOjok) |e uolun ap eujajold X oOdlUOIN(elY Oploe
- - - vZ V eulingojbounuwiul X SO[140J3NauU Sp BSe)Se|a X 0djuoinjely opioe
Z eseulajoidojejawl ap Jopiqiyul X 2 odiujinsul odpy ap 0jusIwioaId
- - - oA ap Jojoe} |e uolun ap eujdjoud X 02lIS dplojiwe [dp 4 djusuodwod
Z eseuigjoidojejaw ap Jopiqiyul X | L-euionajajul
- - - 22 X /) oolujnsul odi} ap OjusIWIOBIOD dp Jojoe} |e uolun ap eujsjold
(eursduypue |
- - - 12 -ej[e) / 00119S dplojiwe [ap d djusuodwod X D-D OAJOW U0 {7z euloolwinb
s0}1o0jeday ap OjuUaIWIdaI0 Bp JOjoe) X / 0JJuj|NSul
- - - (/4 odi} ap ojualWIoaID Bp JoJoe) |e uglun ap eujajold X oOdluUQINjelYy Oploe
@ euisdajed x / odlujnsul
- - - 6l odl} ap ojualWIdaId dp Jojoe) |B uolun ap eujsjold X 0dluQInjely oploe
- - - 8l 19 euljngojbounuwiul X 021UoIn|ely oploe X SO|IJ0JINau ap esejseld
- - - /1 Z eseuigjoidojejaw ap Jopiqiyul X y/ eulingojbounwiul X odjuoinjely opioe
19 eulingojbounwul X / 0d1uj|nsul
- - - 9l od1) ap ojualWIoa10 ap J0joe) B uolun ap eujajold X SOjIJ0lNau ap ese)selo
Z eseuiajoidoje}aw
- - - Gl ap Jopigiyul X SO[I}0INaU ap esejse@ X D-D OAIJOW Uod {g euoolwinb
- - - vl (euisdunue |-eye) / g euisdajed X so|joJjnau ap esejseld
soji00jeday ap ojualWIdald ap 1ojoey) X ¢ eseulgjoidojelaw ap
- - - el Jopiqiyul X 2 odlujjnsul odi} ap OjuaIWIdaI0 ap Jojoe) |e uolun ap eujsyold
Z eseulsjoidojejaw
- - - ZL ap Jopiqiyui X y eulngojfounwul X SO|JOJNBU  Sp Eesejse@
| L-Buldonajiaul X 7 odlujinsul odl} ap OjuaIwWIdaI
- - - Ll ap lJojoe} e uolun ap eujsjoid X 001I9S dpiojlwe [9p 4 djusuodwod
U
|oued

Od

Od 10s

19s

uoloeNUUOD

59




ES 2 818 138 T3

60



ES 2 818 138 T3

61



(euisduyue L-eye) / 2 odlujinsul odi} ap OjUSIWIDBIO

ES 2 818 138 T3

- - - €8 ap lJojoe} |e uolun ap eujdjoid X 00UIS aplowe [op 4 djusuodwiod
sojoo)eday ap OjUBIWIOBIO Bp J0Joe) X / 0DlUj|NSul
- - - Z8 od1} ap OjuaIWIdaI0 Bp Jojoe) [B UoIUN ap eujajold X SO|IJ0JjNauU ap ese)seld
- - - 18 (euisdujjue |-eje) / odluoinjely opioe X | eujajoidoon|b-z-ejaq
(euisduyjue |-ejje) / sojioojeday ap OjUBIWIdBID
- - - 08 ap Jojoe} X 7 odjujinsu; odi} 8p OjuajwWId3I0 ap JOJOe) [B uolun ap eujajold
(eursduypue
- - - 6. L-eje) / ¢ eseuigjoidojelow ap Jopiqiyul X SO|OJINauU Sp eselseld
(euisdiuynue |-eye) / / odluj|nsul
- - - 8/ odi} ap ojualwidaId 3p Jojoe} |e uolun ap eujajold X | eujajoidoon|b-z-ejaq
(euisduyue |-eye) / |eJown) sIS01oau ap Jojoe}
- - - 1] |1op Jojdaoal |ap eljiwepadns e ap g| | 0JquialW X SO|JOIINaU ap ese}se|d
@ euisdajed x 7 odlujnsul
- - - 9/ od1} ap OjualWIdaID p Jojoe) [B UoIUN ap eujajold X SO|IJ0JjNau ap esejseld
sojoojeday
- - - Gl Sp OJUBIWIOBIO Bp JOJOB} X SO|OIINBU Sp BSEJSE[@ X 02Juginjely oploe
so}100jeday ap ojuaIWIdaId
- - - v/ ap Jojoe} x z eseulgjoldojejaw ap Jopigiyul X SOJOJNSU 3p esejseld
/ odjujnsur odl} ap ojualWId8Id
- - - (Y] ap Jojoe} |e uolun ap eujajoud X | eujajoidoon|Bb-g-ejaq X odluoinjely oploe
- - - . (euisduyue L-ejje) / gz eseursjoldojejawl ap Jopigiyul X \ eulingojbounwiul
Z eseursjoidojejowl ap Iopiqiyul X / 0dlujnsul
- - - Ll odi} ap ojualWIoaId Bp Jojoe} |e uglun ap eujdjold X odluoinjely oploe
(euisduyjue |-eye) / LS eulngojbounwui
- - - 0. X ) odlujnsur od} ap oOjuSIWIOBId Sp JOJE) |B uolun ap eujsjoud
- - - 69  euisdajed X so|1joJjnau ap Ese)}se|d X 0djuolnjely oploe
(euisduynue |-eye) / / odluj|nsul
- - - 89 od1} ap OjuajWIdaI0 p Jojoe) |B UOIUN ap Eujajold X SO|IJ0JjNauU ap esejseld
(eursduypue |-eyje) /
- - - /9 so)100}eday ap OJUSIWIOBID Bp JOJOB) X 0OLDS SpIOjIWE |3p 4 djusuodwod
U
|sued

Ood

Od 1Js

10s

uoloBNUIUOD

62




(1 Jejnj@oisyul ugisaype

ES 2 818 138 T3

- - - ¥6 ap ejnogjow) / Z eseujajoidojejsw ap Jopiqiyul X | eujajoidoon|b-z-ejaq
(eursdunue
- - - €6 L-Bjje) / 0OUDS Splojiwe |9p 4 djuauodwod X SO|yoJnNau ap esejseld
- - - 26 (euisduypue |-eyjje) / g eseulsjoidojeisw ap JOpIqIyul X 0diuginjely oploe
- - - 16 (euisdiuypue |-ejje) / |9 eulngojbounwul X 0dluUoJINjely opioe
(euisduypue |-ejje)
- - - 06 / sojoojeday ap OjUBIWIOBIO SP J0JOE) X g eseulsjoidoje}sw ap Jopiqiyul
(eursdiuypue |-eyje)
- - - 68 / Z eseuisjoidojejow ap Jopigiyul X 0dUIS aplojiue [9p 4 Sjusuodwod
V eujingojbounwul X 7 0dluj|nsul
- - - 88 odl} ap ojuaIWIOBIO 9P Jojoe} [B uolun ap eujajoid X 0duUQIN|ely Oploe
(eursdunue
- - - /8 L-Bejje) / soyoojeday ap ojuslwioaId ap 100k} X | eujsjoidoon|b-z-ejaq
Z eseulajoidojejawl ap Jopiqiyul X / 0dlujnsul
- - - 98 od1} ap 0juaIWId8ID Bp 10}0k} |e uolun ap eujsjold X | eujsjoidoon|B-z-e1aq
Z eseulsjoidole}sw ap Jopiqiyul X / 0dlujnsul
- - - G8 od1} ap ojuaIWIDaID 3p JojoB) |Be uolun ap eujajold X so|jolinau ap esejse|d
/ oolujnsul odi} ap OjUSIWIOBIO Sp Jojoe)
- - - ¥8 e uowun ap eujajoid X | eujsjoidoon|b-z-e1aq X SO|JOINSU 3p esejse|d
ou
|sued

Od

Od 1Js

10s

uoloBNUIRUOD

63




ES 2 818 138 T3

64



ES 2 818 138 T3

65



ES 2 818 138 T3

66



ES 2 818 138 T3

67



ES 2 818 138 T3

68



ES 2 818 138 T3

Tabla 11: Significancia de paneles de tres marcadores ejemplares modelo de producto; los nimeros de los paneles

3.5, 9, 11 1a, 16 21 2223, 28, 29, 32 34,38, 41, 42, 47, 49, 50,
A |51, 52, 53, 54, 55 56, 57, 58, 61, 63, 64, 66. 67, 68, 70, 72, 77, 78, 79,
80,81,83,87,89,90,91,92,93
2.3,4,56,7.8,9,10,11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
B |42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
0h 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,
antes 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
del 3,9,10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 18, 21, 23, 25, 27, 28, 29, 32, 34, 35,
estadio 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 46, 47, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58,
LRA 60, 61, 62, 63, 64, 66, 67, 68, 70, 72, 77, 78, 79, 80, 81, 83, 87, 88, 89,
90,91,92,93,94
1,2,3,4,5,6,7,8, 0, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23,24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
D |41, 42, 43, 44, 45,46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
A [32.70
3,5,9,11,13, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 29, 32, 34,
35,36, 41, 42, 44, 45, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 61, 62, 63,
64, 66, 67, 68, 70, 71, 72, 77, 78, 79, 80, 81, 83, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94
5,7.9,10,11, 13, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 32, 33, 34, 35, 36,
C |44, 45,47, 48, 51, 54, 55, 56, 61, 64, 66, 67, 70, 71, 73, 78, 80, 81, 83,
86,87,88,89,90,91,92
2,3,4,56,7,8,9,10,11,12,13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 42, 43, 44, 45, 46,
47, 48, 49, 50, 51, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,88,89,90,91,92,93,94
1,2, 3, 4,65,
22,23, 24,
A |41, 42, 43,
62
81
4,

sCr

48 h
antes
del
estadio
LRA

8,9,10,11,12, 13,14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21,

, 28,29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,

6, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,

,66,67,68,69,70,71,72,73,74,75,76, 77,78,

4,85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1
2
4

7,
‘2

4

60, 61, 6
79, 80, 81, 82, 8
1,2,3,4.5,6,7,8,

22,23, 24,25, 26,2

0N 1 B 141,42, 43, 44 45, 4
64,

86,

6,
25,26, 2
44,45 4
,63,64,6
82,83,8
6
5
4

7
5
9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21,
7,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
6, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,

65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 78, 80, 81,
87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

9,10,11,12, 13, 14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21,
7

agf:i's 60, 61, 62, 63,

estadio 82, 83, 84, 85,

LRA 1.2,3,4,5,
22 23 2

4
C |41, 42, 43,
6,
8

7.8,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
|46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63,
6 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
sCr_PO 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1,2,3,4,56,7,8,0,10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
D |41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
A [8,9,20,28, 41, 46, 51, 54, 55, 56, 58, 66, 67, 69, 74, 75, 80, 82, 89,
90,91,92

48 h 3.5,8,0, 11,12, 13, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 28, 29, 32,

antes | o [33,34,35 36, 40,43, 44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 54, 55, 56, 57, 59,

del 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 80, 81, 82,
estadio 83,85,86,87,88,89,90,91,92,93

LRA [ C [45
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,

2
4
6

5
6
5,
5
64, 65, 7,
9
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(continuacién)

41, 42,43, 44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
A |41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22 23, 24, 25,26,27,28,29,30.31,32,33,34,35,36,37,38,39,4&
oh B 41,42, 43, 44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
antes 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,67, 68,69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78,
del 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
estadio 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
LRA 22,23, 24 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
C 41,42,43,45,46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,6&
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
PO 22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
D (41, 42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62,
63, 64, 65, 66, 67, 68,69,70,71,72,73.74,75,76,77,78,79,80.81,82,83,84.
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
A |8,9,10,19, 20, 25, 36, 41, 46, 51, 54, 55, 56, 66, 67, 75, 80, 81, 87
90,91,92
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
48 h 22,23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40
antes B |41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59,
del 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66,67, 68,69, 70, 71,72, 73,74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81,
el 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
estadio c
LRA 1,2,3,4,56,7,8,9,10,11,12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
D |41, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63
64, 65, 66, 67,68, 69,70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

Tabla 12: Significancia de paneles de tres marcadores ejemplares; modelo de regresion logistica; los niUmeros de los
paneles son como se enumera en la tabla 8; “-” si p<0,05, y como “+” si p=0,05

1,2,3,5,9,10,11,13,14,17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28
29, 31, 32, 33, 34, 35, 37, 38, 39, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71,72,73,75,76,77,78, 79, 80, 81, 83, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
B |42, 43,44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
64,6

0h 61,62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79,

sCr agtﬁ‘s 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
estaedio 2.3.56 8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
LRA | o [25.27.28,29,31,32,33, 34, 35,38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47,

49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,
69,70,71,72,74,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 85, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

D |42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66,67, 68,69, 70, 71,72, 73,74,75,76, 77,78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
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48 h
antes
del
estadio
LRA

1,14,15,16, 20, 22, 26, 31, 32, 36, 38, 40, 41, 42,

2,3,4,5 8,9, 1
2 56, 57, 58, 59, 63, 68, 70, 75,76, 77,79, 84, 93

0,
49, 50, 51, 52, 53

8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
, 28,29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 41, 42,
4

1.2,3,4,5,6,7,
7
7,48,49 50,51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
6,
5

23, 24,

, 6
5, 26,
5, 46,

62, 63, 64, 65,

81, 82, 83, 84

67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80,
, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

2,3, 4,
23, 25, 26, 2
46, 47,48, 4
8,6

0

76,7.8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22
.28, 29, 30, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 40, 41, 42, 43, 44, 45

5
5
4
2
43,44 4
6
8
5 7
2 7
9, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 65,
9
9

1
5
7
2
4
6
8
8
2
5
7

66, 67, 68,
87,88,89,90,

,70,72,73,74,75,76,77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,

1,92,93
7

1,2,3,4,5, ,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22,

6,
23,24, 25,26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47,48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94

sCr_PO

Oh
antes
del
estadio
LRA

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27,28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
7
0

88, 89, 92, 93, 94

44 4

65,66, 67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
9
4

1,2,3, ' ; : .
,29 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
8, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
7,68,69,70,71,72,73,74,75,76, 77,78, 79,

0,11,12,13, 14,15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22,

9, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

48, 49, 50 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,

61 62 63 64 65 66,67, 68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

B

7.4

6, 6

5, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94
, 9,1

8,2

7

1,2,3,456,7,89,10,11,12,13,14,15,16, 17, 18,19,20,21,22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45,46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61,62, 63, 64, 65, 66,67, 68,69, 70,71,72,73,74,75,76, 77,78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

4848 h
antes
del
estadio
LRA

1,5,6,8,9,13, 14,17, 18, 19, 20, 22, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 33, 36,
37,38, 39, 41,42, 44, 45, 46, 48, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62,
64, 65, 66, 67,68, 69,70, 71,72, 73, 74,75, 79, 80, 81, 82, 84, 86, 87,
88,89,90,91,92,93

1,2.3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 39, 40, 41, 42
43, 44, 45, 46, 47, 48,49, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62
63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81
82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

1,3,457,10,11,12,13,15, 16, 19,20,21,22,23 24,25 ,26,27,
32, 34, 35, 36, 39, 40, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 52, 54, 56, 59, 63, 64,
66, 67,68, 70, 71, 73,76, 77, 78, 80, 82, 83, 84, 85, 86, 88

1,2,3,456,7,89,10,11,12,13,14, 15, 16, 17, 18,19,20,21,22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42,43, 44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67,68, 69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

PO

0Oh
antes
del
estadio
LRA

1.2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41
42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60
61, 62, 63, 64, 65, 68, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

1,2,3,4,56,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17, 18,19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
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(continuacion)

42,43,44,45, 46, 47,48, 49,50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67,68, 69, 70, 71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

1,2,3,4,5/6,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15, 16,17, 18,19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43,44,45, 46, 47,48, 49,50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68,69, 70, 71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

1,2,3,4,56,7,8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42,43, 44,45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67,68,69,70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

48 h
antes
del
estadio
LRA

1,5.6,8,0, 13,17, 18, 19, 20, 24, 25, 26, 27, 33, 36, 37, 39, 40, 41,
42,44, 45,46, 48, 49, 51, 54, 55, 56, 58, 59, 62, 65, 66, 67, 69, 71, 73, 74, 75, 77, 80,
81, 82, 87, 88, 90, 91, 92

1,2,3,4,56,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42,43, 44, 45,46, 47,48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68,69, 70, 71, 72, 73, 74, 75,76, 77, 78, 79,
80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

3,7,11,12, 13,17, 21, 22, 23, 26, 35, 36, 43, 45, 47, 48, 52, 63, 66,
71,72,73,78,84,86,88

1,2,3,4,56,7,8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16,17, 18,19, 20, 21, 22,

23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,

42,43, 44,45 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,
65, 66, 67, 68,69, 70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87,
88, 89, 90, 91, 92, 93, 94

Con fines ejemplares, la poblacion de pacientes de un conjunto seleccionado de los andlisis anteriores, se segreg6
basandose en los resultados de los paneles usando valores de umbral que dividian la poblacién en tercios (“terciles”).
Los pacientes con resultados de panel en el tercio inferior, medio y superior comprenden el primer, segundo y tercer
terciles, respectivamente. El riesgo relativo de alcanzar el estadio indicado de LRA se calculé para el segundo y tercer

terciles, con respecto a un valor de 1 para el primer tercil, como se indica en las siguientes tablas 13 y 14
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Ejemplo 6: Marcadores de lesion renal para evaluar el riesgo de mortalidad en pacientes

En el siguiente estudio se inscribieron pacientes de la unidad de cuidados intensivos (UCI). Cada paciente se clasificd
por estado renal como sin lesion (0), riesgo de lesion (R), lesion (1) y fallo (F) segun el estadio maximo alcanzado a
las 48 horas de la inscripcién determinado por los criterios RIFLE. En el momento de la inscripcién en el estudio, se
recogieron muestras de sangre anticoaguladas con EDTA (10 ml) y una muestra de orina (25-30 ml) de cada paciente.
Cada uno de los marcadores se midié a través de métodos de inmunoensayo estandar usando reactivos de ensayo
disponibles en el comercio en las muestras de orina y en el componente plasmatico plasma de las muestras de sangre
recogidas.

Los resultados de los ensayos de marcadores individuales obtenidos de la muestra de la inscripcidn, se combinaron
para proporcionar un resultado Unico como se indica en el presente documento, y el resultado Gnico se tratd como un
marcador individual usando métodos estadisticos estandar. Al expresar estas combinaciones, los operadores
matematicos tales como “X” (multiplicacion) y “/” (divisiéon) se usan en su sentido matematico normal. La poblacion de
pacientes se segreg6 basandose en los resultados del panel usando valores umbral que dividieron la poblaciéon en
tercios (“terciles”). Los pacientes con resultados de panel en el tercio inferior, medio y superior comprenden el primer,
segundo y tercer terciles, respectivamente. Se calcul6 el riesgo relativo de mortalidad relacionada con LRA alos 7, 14
y 28 dias para el segundo y tercer terciles, con respecto a un valor de 1 para el primer tercil, como se indica en la
siguiente tabla. La “mortalidad relacionada con LRA” o la “muerte relacionada con LRA” se defini6 como muerte
acompafiada por un estadio RIFLE minimo de R.

Tabla 15. Riesgo relativo de muerte relacionada con LRA alos 7, 14 y 28 dias desde la inscripcion para el tercer tercil
en comparacion con el primer tercil de los resultados del panel

Muerte relacionada con LRA a los 7 dias después de la inscripcion

Riesgo
relativo para
el tercer tercil
Panel (p<0,05)
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de metaloproteinasa 2 10,0
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento de hepatocitos 11,0
elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico 50
acido hialurénico x componente P del amiloide sérico 50
elastasa de neutréfilos x miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral 9,0
acido hialurénico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 10,0
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 13 con motivo C-C 6,0
proteina de unioén al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inmunoglobulina A 50
beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 50
componente P del amiloide sérico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 50
acido hialurénico x elastasa de neutrofilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 50
elastasa de neutréfilos x proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de 10,0
metaloproteinasa 2
acido hialurénico x elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico 50
acido hialurénico x elastasa de neutrofilos x factor de crecimiento de hepatocitos 9.0
acido hialurdnico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de metaloproteinasa 50
2 55
acido hialurénico x beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7
elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 x factor de crecimiento de hepatocitos 50
elastasa de neutrofilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 24 con 55
motivo C-C
elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico / (alfa-1-antitripsina) 5,0

77



ES 2 818 138 T3

Muerte relacionada con LRA a los 14 dias después de la inscripcién

Riesgo
relativo para
el tercer tercil
Panel (p<0,05)
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de metaloproteinasa 2 6,0
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 6,0
elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 6,0
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento de hepatocitos 7,0
elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico 7,0
acido hialurénico x componente P del amiloide sérico 55
4cido hialurénico x elastasa de neutréfilos 4,0
elastasa de neutréfilos x factor de crecimiento de hepatocitos 55
elastasa de neutréfilos x miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral 12,0
acido hialurénico x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 12,0
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 13 con motivo C-C 7,0
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inmunoglobulina A 43
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocinas (1, 2, 3) con motivo C-X-C 55
beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 6,0
componente P del amiloide sérico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 6,0
beta-2-glucoproteina 1 x inhibidor de metaloproteinasa 2 / (alfa-1-antitripsina) 37
Muerte relacionada con LRA a los 7 dias después de la inscripcion
Riesgo
relativo para
el tercer tercil
Panel (p<0,05)
beta-2-glucoproteina 1 x &cido hialurdnico / (alfa-1-antitripsina) 50
beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / (alfa-1-antitripsina) 50
4cido hialurénico x elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 6,5
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de 13,0
metaloproteinasa 2
4acido hialurénico x elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico 6,0
acido hialurénico x inmunoglobulina A / (alfa-1 antitripsina) 37
acido hialurénico x elastasa de neutrdfilos / (alfa-1 antitripsina) 4,0
acido hialurdnico x elastasa de neutrofilos x factor de crecimiento de hepatocitos 11,0
4cido hialurénico x elastasa de neutréfilos x catepsina D 6,5
4acido hialurénico x elastasa de neutrdfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 4,0
4acido hialurénico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de metaloproteinasa 6,0
2
acido hialurénico x beta-2-glucoproteina 1 x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 8,5
elastasa de neutréfilos x factor de crecimiento de hepatocitos / (alfa-1 antitripsina) 43
elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 x factor de crecimiento de hepatocitos 6,5
elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 / (alfa-1 antitripsina) 37
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x catepsina D 40
elastasa de neutréfilos x miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral / (alfa-1 33
antitripsina)
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / (alfa-1 antitripsina) 47
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento 43
de hepatocitos
elastasa de neutrofilos x proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 24 con 7,0
motivo C-C
elastasa de neutréfilos x catepsina D x inhibidor de metaloproteinasa 2 4.0
elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico / (alfa-1-antitripsina) 7.0
Muerte relacionada con LRA a los 28 dias después de la inscripcion
Riesgo
relativo para
el tercer tercil
Panel (p<0,05)
proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de metaloproteinasa 2 43
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 43
elastasa de neutréfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 43
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento de hepatocitos 5,0
elastasa de neutréfilos x componente P del amiloide sérico 4,7
4cido hialurénico x componente P del amiloide sérico 37
4acido hialurénico x elastasa de neutréfilos 33
elastasa de neutréfilos x factor de crecimiento de hepatocitos 4,0
elastasa de neutréfilos x miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral 6,5
acido hialurénico x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 6,5
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Muerte relacionada con LRA a los 7 dias después de la inscripcion

Riesgo

relativo para

el tercer tercil
Panel (p<0,05)
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 13 con motivo C-C 50
proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inmunoglobulina A 33
proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocinas (1, 2, 3) con motivo C-X-C 4,0
beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 40
componente P del amiloide sérico x proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 4.0
beta-2-glucoproteina 1 x acido hialurénico / (alfa-1-antitripsina) 37
beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / (alfa-1-antitripsina) 3,7
acido hialuronico x elastasa de neutréfilos x proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 4,7
elastasa de neutrdfilos x proteina de unidon al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de 7,0
metaloproteinasa 2
acido hialuronico x elastasa de neutrdfilos x componente P del amiloide sérico 43
acido hialurdnico x elastasa de neutrodfilos / (alfa-1 antitripsina) 33
4cido hialurdnico x elastasa de neutrdfilos x factor de crecimiento de hepatocitos 6,0
acido hialurénico x elastasa de neutréfilos x catepsina D 47
acido hialurénico x elastasa de neutrdfilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 3,3
acido hialurdnico x proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x inhibidor de metaloproteinasa 43
2
acido hialurénico x beta-2-glucoproteina 1 x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 47
elastasa de neutrdfilos x factor de crecimiento de hepatocitos / (alfa-1 antitripsina) 3,5
elastasa de neutrofilos x inhibidor de metaloproteinasa 2 x factor de crecimiento de hepatocitos 4.7
elastasa de neutrdfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x catepsina D 33
elastasa de neutréfilos x miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral / (alfa-1 2,8
antitripsina)
elastasa de neutrdfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 / (alfa-1 antitripsina) 3,8
elastasa de neutrdfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x factor de crecimiento 3,5
de hepatocitos
elastasa de neutréfilos x proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 x quimiocina 24 con 50
motivo C-C
elastasa de neutréfilos x catepsina D x inhibidor de metaloproteinasa 2 33
elastasa de neutrdfilos x componente P del amiloide sérico / (alfa-1-antitripsina) 50

Los ejemplos proporcionados en el presente documento son representativos de realizaciones preferidas, y son
ejemplares.

(T

Por tanto, en el presente documento, por ejemplo, en cada caso, cualquiera de las expresiones “que comprende”, “que

consiste esencialmente en” y “que consiste en”, puede sustituirse por cualquiera de las otras dos.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para evaluar el estado renal en un sujeto, que comprende:

realizar una pluralidad de ensayos configurados para detectar una pluralidad de marcadores de lesion renal,
comprendiendo la pluralidad de marcadores de lesion renal, inhibidor de metaloproteinasa 2 y proteina de union al
factor de crecimiento de tipo insulinico 7 y opcionalmente comprendiendo ademas acido hialurénico, inmunoglobulina
A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, alfa-1 antitripsina, componente P del amiloide sérico, factor de
crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-glucoproteinal, interleucina-1 beta, elastasa
de neutrofilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina
D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C, quimiocina 13 con motivo C-C, quimiocinas 1,2y 3
con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de interleucina-2, proteina de unién al factor de crecimiento de
tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de macréfagos 1 en una muestra de fluido corporal obtenida del sujeto,
para proporcionar uno o mas resultados de ensayo; y

correlacionar los resultados de ensayo con el estado renal del sujeto,

en donde dichos resultados de ensayo se combinan usando una funcién que convierte dichos resultados de ensayo
en un resultado compuesto Unico,

en donde adicionalmente dicha etapa de correlacién comprende:

(i) correlacionar los resultados de ensayo con uno 0 mas de, estratificacion de riesgo, diagnéstico, prondstico,
estadificacion, clasificacion y seguimiento de insuficiencia renal aguda (IRA) del sujeto, o

(i) asignar al sujeto una probabilidad de uno o mas cambios futuros en el estado renal basandose en los resultados
de ensayo, en donde dichos uno o mas cambios futuros en el estado renal comprenden insuficiencia renal aguda
(IRA).

2. Un método segun la reivindicacion 1, en donde dichos resultados de ensayo comprenden una concentracion medida
de inhibidor de metaloproteinasa 2 y una concentracion medida de proteina de unién al factor de crecimiento de tipo
insulinico 7, y opcionalmente ademas

al menos 1, 2, 3,4 05 de:

una concentracion medida de acido hialurénico,

una concentracion medida de inmunoglobulina A,

una concentracion medida de inmunoglobulina G1,

una concentracion medida de inmunoglobulina G2,

una concentracion medida de alfa-1 antitripsina,

una concentracion medida de componente P del amiloide sérico,

una concentracion medida de factor de crecimiento de hepatocitos,

una concentracion medida de beta-2-glucoproteina 1,

una concentracion medida de interleucina-1 beta,

una concentracion medida de molécula de adhesion intercelular 1,

una concentracion medida de elastasa de neutréfilos,

una concentracion medida de miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral,
una concentracion medida de interleucina-11,

una concentracion medida de catepsina D,

una concentracion medida de quimiocina 24 con motivo C-C,

una concentracién medida de quimiocina 6 con motivo C-X-C,

una concentracion medida de quimiocina 13 con motivo C-C,

una concentraciéon medida de quimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C,

una concentracion medida de matrilisina,

una concentracion medida de cadena alfa del receptor de interleucina-2,

una concentracion medida de proteina de union al factor de crecimiento de tipo insulinico 3, y

una concentracion medida de factor estimulante de colonias de macréfagos 1.

3. Un método segun la reivindicacion 1, en donde dichos uno 0 mas cambios futuros en el estado renal comprenden
un desenlace clinico relacionado con una lesion renal padecida por el sujeto, o,

en donde la probabilidad de que se produzcan uno o mas cambios futuros en el estado renal es que es mas o0 menos
probable que se produzca un acontecimiento de interés a los 30 dias siguientes al momento en que se obtiene la
muestra de fluido corporal del sujeto.

4. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2,

en donde para la evaluacion del estado renal, el sujeto se selecciona basandose en la preexistencia en el sujeto de
uno o mas factores de riesgo conocidos de IRA prerrenal, renal intrinseca o posrenal, o

en donde para la evaluacién del estado renal, el sujeto se selecciona basandose en un diagnéstico existente de uno
o0 mas de insuficiencia cardiaca congestiva, preeclampsia, eclampsia, diabetes mellitus, hipertension, arteriopatia
coronaria, proteinuria, insuficiencia renal, filtracién glomerular por debajo del intervalo normal; cirrosis, creatinina en
suero por encima del intervalo normal, aneurisma, enfermedad pulmonar cronica, lesion pulmonar aguda, infeccién
por VIH, una disminucion de volumen, hipotension, choque, septicemia, lesién a la funcién renal, funcién renal
reducida, IRA; o basandose en que esta sometido 0 se ha sometido a cirugia vascular mayor, derivacion de arteria
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coronaria u otra cirugia cardiaca; o basandose en una exposicién previa o esperada a uno o mas agentes nefrotdxicos;
0 en una 0 mas puntuaciones de riesgo.

5. Un método segln una de las reivindicaciones 1-2,
en donde dicha etapa de correlacion comprende evaluar si en un sujeto que ha padecido una lesion en una funcién
renal, funcién renal reducida o IRA, la funcién renal mejora o empeora, basandose en el/los resultado(s) de ensayo.

6. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2, en donde dicho método es un método para diagnosticar en dicho
sujeto la aparicion o no apariciéon de una lesion a la funcion renal, en donde dicho método es un método para
diagnosticar en dicho sujeto la aparicion o no aparicién de funcion renal reducida o insuficiencia renal aguda.

7. Un método segln una de las reivindicaciones 1-2, en donde dicho método es un método para asignar un riesgo de
la aparicién o no aparicién futura de una lesion a la funcion renal, funcién renal reducida, insuficiencia renal aguda,
necesidad de terapia renal sustitutiva, o necesidad de un trasplante renal en dicho sujeto.

8. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2, en donde el sujeto esta en el estadio 0 o R de los criterios RIFLE.

9. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2, en donde el sujeto tiene una produccion de orina de al menos
0,5 ml/kg/h durante las 12 horas anteriores al momento en el que se obtiene la muestra de fluido corporal.

10. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2, en donde el sujeto (i) no ha experimentado un aumento de 2
veces 0 mayor de creatinina en suero por encima de un valor basal determinado antes del momento en el que se
obtiene la muestra de fluido corporal, y (ii) tiene una produccién de orina de al menos 0,5 ml/kg/h durante las 12 horas
anteriores al momento en el que se obtiene la muestra de fluido corporal.

11. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2, en donde el sujeto no ha experimentado un aumento de 3 veces
0 mayor de creatinina en suero por encima de un valor basal determinado antes del momento en el que se obtiene la
muestra de fluido corporal.

12. Un método segln una de las reivindicaciones 1-2, en donde el sujeto tiene una produccién de orina de al menos
0,3 ml/kg/h durante las 24 horas anteriores al momento en el que se obtiene la muestra de fluido corporal, o no tiene
anuria durante las 12 horas anteriores al momento en el que se obtiene la muestra de fluido corporal.

13. Un método segun una de las reivindicaciones 1-2, en donde dicha etapa de correlacién comprende la asignacion
de una o mas de: una probabilidad de que a las 72 horas, 48 horas, 24 horas o 12 horas, el sujeto i) experimente un
aumento de 3 veces o mayor de creatinina en suero, o ii) tenga una produccion de orina inferior a 0,3 ml/kg/h durante
un periodo de 24 horas o anuria durante un periodo de 12 horas.

14. Un método segln una de las reivindicaciones 1-13, en donde la muestra de fluido corporal es una muestra de
orina.

15. El uso in vitro de una pluralidad de biomarcadores, comprendiendo la pluralidad de marcadores, inhibidor de
metaloproteinasa 2 y proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 7, y opcionalmente comprendiendo
ademas, acido hialurénico, inmunoglobulina A, inmunoglobulina G1, inmunoglobulina G2, alfa-1 antitripsina,
componente P del amiloide sérico, factor de crecimiento de hepatocitos, molécula de adhesion intercelular 1, beta-2-
glucoproteina 1, interleucina-1 beta, elastasa de neutrofilos, miembro 11B de la superfamilia del receptor del factor de
necrosis tumoral, interleucina-11, catepsina D, quimiocina 24 con motivo C-C, quimiocina 6 con motivo C-X-C,
quimiocina 13 con motivo C-C, quimiocinas 1, 2 y 3 con motivo C-X-C, matrilisina, cadena alfa del receptor de
interleucina-2, proteina de unién al factor de crecimiento de tipo insulinico 3 y factor estimulante de colonias de
macréfagos para la evaluacion de lesién renal aguda, en donde el inhibidor de metaloproteinasa 2 y la proteina de
union al factor de crecimiento de tipo insulinico 7 se combinan para determinar un resultado compuesto Unico.
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