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DESCRIPCION

METODO DE DETECCION TEMPRANO DE DANO HEPATICO MEDIANTE LA
PROTEINA MORFOGENETICA OSEA 2 (BMP2) EN BIOPSIA LIQUIDA

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencién comprende el uso de biomarcadores, combinaciones de
biomarcadores, métodos de cribado y dispositivos de analisis para el seguimiento de la
respuesta a tratamiento, el diagnéstico y la prognosis de pacientes con enfermedades
hepaticas crénicas.

En este sentido, la invencidn se refiere al uso de biomarcadores para la deteccion temprana
de dafo hepético utilizando la proteina BMP2, asociado a enfermedades hepaticas
cronicas, como la enfermedad del higado graso no alcohdélico, la hepatopatia alcohélica y
las enfermedades colestasicas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las Proteinas Morfogenéticas Oseas (en inglés, Bone Morphogenetic Proteins, BMP)
forman un amplio grupo de factores de crecimiento secretados altamente conservados.
Originalmente fueron identificadas como factores de crecimiento y diferenciacion de células
osteogénicas. Sin embargo, en estudios posteriores se ha demostrado que ejercen efectos
pleiotropicos en varios tejidos regulando diferentes procesos fisiologicos de la homeostasis
celular, considerandose polipéptidos multifuncionales con un rango de accién mucho més
amplio. Las proteinas BMP siguen participando durante el estado adulto en la homeostasis
de un gran numero de 6rganos y tejidos. De hecho, a dia de hoy, mas de 20 BMP humanas
han sido identificadas y se han ido agrupando en subfamilias, basandose en su semejanza

estructural y en funciones conocidas que ejercen [1, 2].

Las proteinas BMP juegan un papel fundamental para el correcto desarrollo y la
homeostasis de un gran nimero de érganos y sistemas en la fase embrionaria y post-natal.
Por ello un gran nimero de patologias de origen variable han sido asociadas a defectos en
sus vias de sefalizacién. Ademas de desérdenes que afectan al hueso (gj: fibrodisplasia
osificante progresiva) y articulaciones (egj: artritis reumatoide y osteoartritis), las proteinas
BMP también participan en enfermedades no relacionadas con el esqueleto, incluyendo la
esclerosis multiple, inflamacién de las vias respiratorias y enfermedades vasculares [3-6].
lgualmente, algunos componentes de la familia BMP, como sus receptores, han sido
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relacionados con la predisposicion a determinados tipos de cancer [7]. Asimismo, las
proteinas BMP también estan implicadas en la progresion de la fibrosis renal [8].
Recientemente, se ha demostrado que algunas proteinas BMP estan implicadas en la
funcién del tejido adiposo, regulando procesos adipogénicos y termogénicos [9]. Sin
embargo, la implicacion de estos factores de crecimiento en patologias hepéticas apenas
ha sido estudiada.

Las enfermedades hepaticas aparecen cuando el higado ha sufrido dafio durante largos
periodos de tiempo. Esto da lugar a la formacién de un tejido cicatrizante (fibrosis) con el
objetivo de reparar el dafio, pero que limita la capacidad funcional del higado. Cabe
destacar que previo a la formacion de fibrosis tiene lugar un proceso inflamatorio con el fin
de compensar y resolver el dafio producido. Cuando los procesos fibréticos se mantienen
en el tiempo, se van haciendo mas graves y pueden causar lesiones hepaticas. En la
clinica, el estadio de la fibrosis se evalla siguiendo una escala de FO a F4, donde FO es el

estadio mas leve, sin fibrosis, y F4 el mas severo, denominado cirrosis.

Existen diferentes causas por las que se genera un dafio cronico en el higado incluyendo
las hepatitis viricas, las enfermedades autoinmunes, enfermedades colestasicas o el
consumo abusivo de algunos medicamentos, drogas o alcohol. Sin embargo, la principal
enfermedad hepética crénica en el mundo occidental es la enfermedad de higado graso no
alcohdlico (EHGNA). Esta enfermedad se considera la expresion hepatica del sindrome
metabdlico, y por tanto se asocia con obesidad, dislipemia, diabetes e hipertension arterial
que son las principales caracteristicas de este sindrome. Mientras que la mayoria de los
pacientes con EHGNA presentan la enfermedad de manera asintomética con un simple
depésito de grasa en el hepatocito (esteatosis, ESNA), el 20% de los individuos acaban
desarrollando inflamacion hepatica cronica o esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) con
estadios variables de fibrosis concomitante que a su vez puede conducir hacia estados
mas graves de enfermedad hepética como cirrosis, hipertensidn portal e incluso carcinoma

hepatocelular [10].

Los sintomas de enfermedad hepatica son muy variados y entre ellos se incluyen la
hinchazon del abdomen y las piernas, los cambios en el color de las heces y la ictericia.
Puesto que la enfermedad hepatica es asintomética en sus estadios iniciales, el
diagnostico de la misma suele ser tardio lo cual tiene como consecuencia un peor
pronastico. Por ello, un diagnéstico y tratamiento temprano son de gran importancia para
prevenir la progresion de la enfermedad a estadios mas avanzados.

En este sentido, la busqueda de biomarcadores que permitan un diagnéstico temprano y
no invasivo de la enfermedad hepética esta siendo clave en el desarrollo de nuevas
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herramientas diagnosticas, ya que, tradicionalmente, la biopsia hepética es la Unica forma
de confirmar el diagnéstico de lesién hepatica. Esta técnica permite determinar la gravedad,
el dafio estructural (inflamacion, necrosis, fibrosis) y proporcionar informacion sobre el
prondstico de la enfermedad. El problema es que al ser un método invasivo no exento de
riesgos para el paciente, la busqueda de marcadores eficaces y no invasivos es crucial
para el diagnostico de las diferentes fases de enfermedades hepaticas

El papel de las proteinas BMP en las enfermedades hepéticas apenas ha sido investigado.
En concreto, se ha demostrado que la proteina BMP2 ejerce un papel importante, junto a
BMP6, en el control de la homeostasis del hierro regulando la expresion hepética de
hepcidina [11]. Asimismo, se ha estudiado el mecanismo del alcohol como inductor de
lesiones hepéticas a través de BMP2 en modelos murinos con higado graso alcohélico [12].
Otro estudio reflejo que BMP2 tiene efectos antifibrogénicos, ya que bloquea la activacion
de las células estelares hepaticas, fundamentales en el desarrollo de fibrosis [13]. Por
ultimo, BMP2 también se ha asociado al crecimiento y a la capacidad angiogénica, de
migracion e invasion de células tumorales hepaticas [14-16].

Los biomarcadores, moléculas (péptidos, proteinas, fragmentos de material genético)
presentes en diferentes fluidos corporales (sangre, liquido cefalorraquideo, orina, lagrimas
o saliva) derivados de la afectacion tisular, pueden ser utilizados para establecer la
gravedad y la evolucidn de las lesiones en diferentes érganos y patologias. Sin embargo,
su uso en la determinacion del dafio hepatico es relativamente reciente. No hay todavia

constancia de su uso para establecer el estadio de la lesion hepética.

Por todo ello, el objeto de esta invencion es un método de deteccion temprano y no invasivo
basado en biopsia liquida de la proteina BMP2 en estadios iniciales para mejorar el manejo
y evolucién de los pacientes con dafio hepético crénico.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
Los siguientes términos de la invencion se definen a continuacién de forma detallada.

El término “lesion hepética o dafio hepatico” tal y como se utiliza en la presente memoria,
se refiere a una afectacion del higado que produzca remodelacién y/o destruccién celular
o tisular en enfermedades hepatica y esta causado por la enfermedad del higado graso no
alcohdlico, las enfermedades colestasicas y el higado graso alcohdlico.

“Gravedad” o “extension” o “magnitud” de la lesion son términos que se usan

indistintamente.
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‘Ensayo” se refiere a cuaiguier método generalmente conocido en la téenica para detectar

una lesion hepatica ¢ cualguier otro método estandar para la deteccion de biomarcadoras.
“Muestra” o “muesira bioldgica” se refiere a sangre.

“Muestra bioldgica” y “biopsia Hguida” son sindnimos y se emplean indistintamente en la

presente memornia.

El términe "BMP2” como se utiliza en esta memoria se refiers a la proteina Morfogenética
Osea 2 (nimero UniProtKB P12643).

LE 1

Los términos "péptido”, "pdipéptido” y "proteing” se usan aqui de manera intercambiable.

El término "cantidad” tal v como se utiliza en la presente memoria, se refiere, pero no se
limita, a la cantidad absoluta o relativa de las proteinas, asi como a cualquier otro vaior ¢
parametro relacionado con ios mismos o que pueda derivarse de ésios, va sea por medida

directa o indirecta.

El términe "comparacion”, tal vy como se utiliza en la presente memoria, se refiere, pero no
se limita, a la comparacidn de la cantidad de los productos de expresidn de las proteinas
de la muestra bicldgica a analizar, también llamada muestra bicldgica problema, con una
cantidad de las proteinas de una © varias muestras de referencia deseable. La musstra de
referencia puede ser analizada, por ejemplo, simulianea ¢ consecutivaments, junto con ia

muestra bicidgica problema manuaimente o asistida por ordenador.

El término "individuo”, tal y como se ufiliza en la presente memoria, se refiere a animales,
preferentements mamiferos, y mas preferentemente, humanos. El término "individuo” no
pretende ser limitative en ningun aspacto, pudiendo ser éste de cualquier edad, sexo v

condicion fisica.

En la presents memoria o {érming “soporte sblide” se refiere a todos los fipos de
iNMmunoensayo, ya sean realizados sobre una superficie, por ejemplo, de vidrio, o una

nanoparticula recublerta de anticuerpo.

El término "inmunoensayo”, tal v como se utiliza en la presente memoria, se refiere a
cualguier técnica analitica que se basa en la reaccidn de la conjugacidn de un anticuspo
conn un antigeno. EKjempios de inmunoensayos pueden ser inmunoblot, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunocensaye ELLA inmunoensayo lineal

(LIA), radicinmunoensayo (RIA), inmunoflucrescencia, x-map ¢ chips de proteina.

El término "compuesto marcador”, tal y como se uliliza en la presenie memoria, se refiere

a un compussio capaz de dar lugar a una senal cromogénica, fluprogénica, radiactiva o
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guimioluminiscents gue permita la deteccidn v cuantificacion de la cantidad de anticuerpos
frente a BMP2.

A lo large de la descripcidn v 1as reivindicaciones, 1a palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracleristicas técnicas, aditivos, componentas o pasos. Fara
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas vy caracteristicas de g invencion se

desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.

Cugiguier ofro término empleado en la presente memoria tendra el significado hahitual del

sector de la técnica al que se refiere la presenie invencion.

La presents invencidn se refiere a un método de deteccidn de individuos con enfermedad

de higado graso no alcchdlico (EHGNA) en estadio de fibrosis FO que comprende:

i. determinar el nivel de BMP2 en una biopsia liquida tomada de un individuo, siendo

dicha biopsia liguida una muestra de sangre,

y:
. introducir dicho valor de BMPZ en uno o mas de las siguientes ecuaciones

junto con las medidas de los siguientes parameiros empleados en |a praciica

clirica:

probabilidad de EHGNA = 1/ (1 + exp (-7.013 + 1.064 (Mediana BMP2) + 1.009
{Sexo) + 0.030 {Edad) + 1.619 (IMC 25-30) + 1.302 (IMC>30) + 1.368 (Diabetes) +
0.004 (Glucosa) + 0.014 (Colesterol total) + 0.005 y-GT),

donde los pardmeiros se sustituyen en funcidn de:

Mediang BMP2: 0, BMP2Z en suero <88.84 po/mi, vy 1, BMP2 en suero > 98.84 pg/mi.
Sexo: 0, sexo femenino y 1, sexo masculing.

Edad: valor en afios.

IMC 25-30: 0, IMC < 25, y 1, IMC 25-30.

IMC > 300 0, IMC < 30, v 1, IMC > 30

Diabetes: 0, diabetes no y 1, diabetes si.

Glucosa: valor en mg/di

Colesterol fotal: valor en mg/dl y

y-GT: valor en Ul/L;
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probabilidad del primer estadio de primer estadio de la EHGNA, esieatosis simple
(ESNA) = 1 /(1 + exp (-7.428 + 1.232 (Mediana BMP2) + 0.812 (Sexo) + 0.032
{(Edad) + 1.662 (IMC 25-30) + 1.132 ({MC>320}) + 0.894 (Diabetes) + 0.007 (Glucosa)
+ 0.015 {(Colesterol total) — 0.002 (Triglicéridos) + 0.008 y-GT),

donde ios paramelros se sustituyen en funcién de:

Mediana BMP2: G, BMPZ en suero < 85.68 po/mi, v 1, BMPZ en suero > 95.69 po/mi.
Sexo: §, sexo femenino v 1, sexo masculing.

Edad: valor en afos.

IMC 25-30: 0, IMC < 25,y 1, IMC 25-30.

IMC > 30: 0, IMC < 30, y 1, IMC > 30.

Diabetes: 0, diabetes no y 1, diabeies si.

Glucosa: valor en mg/di

Colesterc! total: valor en mg/di

Triglicéridos: valor en mg/dl y

y-GT: valor en UL

probabilidad ia lesidn mas temprana de la EHGNA, gradoe 1 de esteatosis simple de
{G1ESNAY =1/ (1 + exp (-6.964 + 1.531 (Mediana BMP2) + 0.887 (Sexo) + 0.037
(Edad) + 1.633 (IMC 25-30) + 0.573 (IMC>30) + 0.015 (Colesterol total) -0.112
{(AST) + 0.083 (ALT)),

donde los parametros se sustituyen en funcion de:

Mediana BMP2: 0, BMP2 en suero < 84,24 pg/mi, vy 1, BMPZ en suero > 84,24 pg/mi.
Sexo: 0, sexo femenine y 1, sexo masculing.

Edad: valor en afios.

IMC 25-30: 0, IMC < 25, y 1, IMC 25-30.

IMC > 30: 0, IMC < 30, y 1, IMC > 30.

Colesterc! total: valor en mg/di
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AST: valoren Ui/l y
ALT: valor en UL

donde el resultado de uno © mas de dichas ecuaciones indica ia probabilidad de
que individuo padezca enfermedad del higado graso no aicohdlico en estadio de
fibrosis FO {EHGNA), la segunda gue se encuenire en el estadic de estealosis

{(ESNA) v Ia tercera que se encuentre en estatosis G1 (ESNA G1).

La lesion hepatica ¢ dado hepdtico, esta causado por: la enfermedad dal higado graso no

alcohdlico..

£n una realizacion preferida del métode de la invencion, 1a biopsia liguida es una mussira

bicldgica de sangre

La dsteccion del nivel de los biomarcadores puede realizarse por cualguier medic conocido

en el estado de la técnica.
En una realizacion particular, la deteccion se realiza mediante un inmunoensayo.

En una realizacion preferida, 8 InMuncensayc &s un ensayo inmuncabsorbents ligado a
enzimas o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). El ELISA se basa en la premisa
de gue un inmunorreactivo {antigeno o anticuerpo) puade ser inmovilizado en un soporte
sdlido, poniendo despuds ese sistema en contacto con una fase fluida gue contiens &l
reactive complementario que pusde unirse a un compuesto marcador. Existen diferentes
tipos de ELISA: ELISA directo, ELISA indirecto o ELISA sandwich.

En otra realizacion preferente, e método de la invencion supone disponer la muestra
bicldgica del pacienie en contacto con un dispositive de estado sdlido que contiene un
sustrato con una superficie activada en la gue se inmoviliza, en dreas discratas de dicha

superficie, uno 0 mas anticuerpos especificos para BMPZ.

Los niveles de referencia pueden ser determinadas por cualquisr mélodo conocido en e
estado de la téenica a parlir de una muestra biolégica de referencia. Estas pueden ser
analizadas simultdnea o consecutivamente, junio a la muesira bioldgica del individuo

probiema.

Las cantidades de referencia adecuadas pueden ser delerminadas por cualquier medio
congcido en el estado de la técnica a partir de una musstra de referencia gue pusde ser
analizada, por sjempilo, simultanea o consecutivaments, junto con la muestra bioldgica

problema. Asi, por ejlemplo, pero sin limitarnos, [a muestra de referencia pueden ser los

8



10

15

20

30

ES 2 933 629 B2

centroles negativos, esio es, las cantidades detecladas de BMPZ2 por cualquier medio

conocido en e estado de la téonica en mussiras de individuos sanos.

Una realizacion preferida de la presenie invencion, comprende ademas llevar a cabo una
metodologia estadistica con cada une de los valores del nivel de un biomarcador y producir
un valor de salida con significacion estadistica que indica si el individuo tiene dafo hepatico

temprano.

La significacidn estadistica se obliene mediante la comparacién del nivel de un
biomarcador de ia muesira bioldgica del sujeto con la muestra biolégica de referencia

emplaando una metodologia estadistica.

La melfodologia estadistica se puede seleccionar entre: una prueba estadistica
parameétrica, como la prueba T de Student (t-tesh), una prueba estadistica no paramétrica
como {a Prueba U de Mann-Whitney v un algoritmo clasificador del grupo. Este ditimo
comprende: un clasificador de arbol de decision, clasificador de regresion logistica,
clasificador de vecino mas cercano, clasificador de red neuronal, modelo de mezcla
gaussiano (GMM), Maquina de Veclor de Soporte (8VM) clasificador, clasificador de
centroide mas cercano, clasificador de regresidn lineal, clasificador lineal de analisis
discriminante (LOA), clasificador de andlisis discriminante cuadratico (QDA) y clasificador

de bosque slealorio y combinaciones de los anteriores.

El rendimienio de los resuliados de los meétodos estadisticos aplicados utilizados de
acuerdo con la presenie invencidén se pueds describir mejor por sus caracteristicas de
funcionamiento del receptor (ROC). La curva ROC aborda {anto la sensibilidad (el nimero
de verdaderos positivos) come la especificidad (numero de verdaderos negativos) del
gnsayo. Por lo tanto, los valores de sensibiiidad y especificidad para los biomarcadores de

la invencidn son una indicacién del rendimiento del ensayo.

En otra realizacidén preferida del método de la invencidn, 1a edad del individuo es mayor ¢
igual & 20 ahos, preferentemente iqual o mayor a 30 afos, mas preferentemente mayor de

45 afios.

Otro aspecto de ia presente invencion se refiere al uso de un kit o dispositive que

comprende los elementos necesarios para cuantificar of nivel de BMP2.

En una realizacion preferida, el kil de la presente invencion comprende [os anticusrpes anti-
BMP2. FPreferentements, ef dispositivo de a invencion comprende al menos un anticusrpo
anti-BMP2.

O
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El dispositive pusde ser un inmuncoensayo seleccionado entre: inmunoblol, ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), inmunoensayoe ELLA, inmunoensayo lineal

{LIA}, radicinmunosnsayo (RIA), inmunoflucrescencia, x-map. ¢ chips de protaina

En una reslizacion preferida, e inmuncensayo &s un ensayo inmunocabsorbents ligado a
enzimas o ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). B ELISA se basa en la premisa
de que un inmunorreactivo (antigeno o anticuerpo) puade ser inmovilizado en un soporte
sdlido, poniendo luego ese sistema en contacio con una fase fluida gue contiens un
reactive complementario que puede unirse a un compuesto marcador. Existen diferentes
tipos de ELISA: ELISA directo, ELISA indirecto o ELISA sandwich.

En otra reglizacidn preferida, el dispositive de la invencién comprende anticusrpos
secundarios, confroles positives vy negativos. El dispositive ademas puede incluir, sin
ningun tipo de limitacién, tampones, soluciones de exiraccidn de proteinas, agentes para

pravenir [a contaminacion e inhibidores de la degradacion de las proteinas.

El kit puede comprender soporte sélido o chip de proieinas, gue comprende anticuerpos
anti-BMP2.

Por ofro lado, el dispositivo puede incluir todos los soportes vy recipientes necesarios para
su puesta en marcha y optimizacion. Freferentements, el dispositivo comprende ademas

las insfrucciones para llevar a cabo los métodos de a invencidn.

Los autores de la presente invencion han demostrado gue la deteccidn del nivel de
proteinas BMP2 de manera cuantitativa de forma no invasiva permiie detectar de manera

temprana el dafo hepatico.

BREVE DESCRIPCION DEL CONTENIDO DE LAS FIGURAS

Figura 1. A, Muesira los niveles en suero de BMPZ2 en sujeios con higado normal vy
pacientas con EHGNAL B, Curva ROC con respecto a la discriminacion de diagnostico de

EHGNA. El eie de abscisas esta representado como 1- valor de especificidad.

Figura 2. A, Muestra los niveles en suerc de BMP2 en sujetos con higado normal v
pacientss con ssteatosis simple (ESNA)Y. 8. Curva ROC con respecto a la discriminacion
de diagndstico de ESNA. E! egje de abscisas esid representado como 1- valor de

especificidad.

Figura 3. A. Muestra o3 niveles en suero de BMP2 en sujetos con higado normal y

pacientes con ESNA grado 1 {G1 ESNA)Y,. B, Curva ROC con respecto a la discriminacion

10



10

15

20

30

ES 2 933 629 B2

de diagnastico de EENA grade 1 {G1 ESNA). El gje de abscisas esia representado como

1- valor de especificidad.

DESCRIPCION DE UN MODO DE REALIZACION DE LA INVENCION

El siguiente ejemplo ilustra la realizacion preferida de la invencién, pero no debe

interpretarse como limitativa o restrictiva de la presente invencidn.

Analisis de los niveles de ia proteina BMP2 en muestras de pacientes con EHGNA

Un ejempio en sl que ia invencion es de utilidad es en pacientes con diferentes estadios
de EHGNA. Los pacientes con EHGNA pueden servir como patolegia ejemplar en donde

la invencidn es aplicable.

Los autores de la presenie invencidn han analizado la expresion de BMP2 en individuos
sanos y en individuos con EHGNA. Han encontrado una serie de biomarcadores que les
permiten la deteccion temprana del dafio hepdtico. Asi, 1a presente invencidn proporciona
un matodo de obtencidn de datos dtiles para la deteccidn temprana de dafio hepatico en
individuos con EHGNA.

Procedimientos sxparimantales

DISENG DEL ESTUDIO

Se ha partido de un estudio transversal retrospectivo en el gue se incluyeron las muesiras
bicldgicas {biopsia hepatica y suero) pertenacienties a la coleccion de muestras (numero
de referencia C.0002717) cuyo responsable es el Dr. Carmelo Garcia Monzdn del Hospital
Universitario Santa Cristina. Las muestras bicldgicas de los pacienies se obtuvieron tras la
firma de un consentimiento informado especifico aprobado por e Comité Etico de
Investigacidn Clinica institucional, Esta cohorte de pacientes con EHGNA ha sido validada

y acreditada [17].

1. Suletos del estudio

Los 141 pacientes incluidos en el estudio acudieron al Hospital Universitario Santa Cristina
para la realizacién de una colecistectomia laparoscopica programada vy accedieron,
mediante Ia firma de un consentimiento informado por escrito, a que se les practicara una

biopsia hepatica percutanea durante la intervencion quirdrgica.

Criterios de inclusion:

- dad entre 18 y 75 afios.
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- Ausencia de un consumo significativo de alechol (hombres < 20 gramos al dia y mujeres
< 10 gramos al dia), sequn la evaluacion de un detallado cuestionario a ios pacientes vy
familiares.

- Gignos histoldgicos de  esteatosis simple o  esteatohepalitis  segun  criterios
internacionalmente aceptados [18]. Se incluyen fambién pacientes gue mostraban una
biopsia hepatica histoldgicamente normal, [0s cuales se consideraran como grupo control.
- Firma previa de un consentimiento informado por escrito aprobado por ef Comité Etico de

Investigacion Clinica institucional.

De todos elios se registraron diferentes variables demograficas (edad, sexo vy raza) v

antropomeétricas (talla, peso, indice de masa corporal, v perimetro de cintura y cadera).

2. Variables de estudio en las bicpsias hepaticas de pacienies con EHGNA en s citado

astudio

Anglisis de variables histoldgicas.

Parte del igjido hepdtico oblenido de ia bicpsia se fijd e incluyd en parafina para su estudio
histoldgico mediante una tincién de hematoxilina-ecsina y una lincidn con tricbmico de
Masson. Secciones de biopsias tefidas con hematoxilina-ecsing vy tricdmico de Masson
fueron evaluadas por un unico patdlogo experte en histopatologia hepatica teniendo en
cuenta los criterios pubilicados por Kieiner v col. {18]. De esta manera, se determing el
diagndstico histolégico de cada biopsia hepatica. Los pacienies se han dividido en dos
grupos: higado normal y EHGNA, Sin embargoe, ninguno de elios mostrd fibrosis hepatica
fras ef analisis histologico; es dacir, todos los pacientes presentaren un estadio de fibrosis
FO.

2. Variables de estudic en el suerc de pacientes con EHGNA an e citade estudio

Todas las variables bioguimicas se determinaron en muesiras de suere almacenadas a -
80° C procedentes de la sangre recogida en ayunas en e momeanto de la biopsia hepatica

que se realizé a todos los pacientes de estudic.

Determinacion de variables bioguimicas.

Se determinaron los niveles de glucosa, creatinina, insuling, colesterol (LDL, HDL y VLDL},
trigiicéridos y enzimas hepaticas. Asimismo, se caiculd of indice de resistencia a la insuling
ytilizando ef modelo homeostatico HOMA (HOMA-IR= insulina (mU/ml) X glucosa (mmol/L}
122.5}.
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A continuacidn, la Tabla 1 muestra los datos demograficos, metabdlicos, bioquimicos e

histopatolégicos de la cohorte de estudio.

HN EHGNA
{n=75) {n=85)
Edad (afios) 48.58 + 14.11 52.04 + 13,49
indice de masa corporal (IMC, kg/m?) 27.57 +50¢ 30.1+£68.2
Glucosa (mg/dL) 92.6+ 19.46 101.83 + 26.22
insulina (LU/L) 767 +444 11.57+82
HOMA-IR 1.83 + 1.31 2.83 +2.01
Colesterol fotal (mg/dL) 191,17 £ 38,47 20165+ 38954
Triglicéridos {mg/dL) 12233 +86.78 142.2 + 58.1
ALT (UL 18.52 + 10.08 29.48 + 191
AST (UL 17.98 + 569 23.15 + 11.35
y-GT (HUA) 32386+ 295 47 .69 + 4033
Esteatosis (%)
Grade O 100%
Grado 1 68.1%
Grade 2 23.1%
Gradoe 3 10.8%
Balloning e inflamacion iobular (%)
Grado 0 100% 84.6%
Grado 1 15.4%
Grade 2
Grado 3

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes del estudio

Los dafos estén expresados como la media t desviacién estandar o como némero de casoes
{%). Abreviaturas: HN, higado normal, EHGNA, pacienies con enfermedad del higado
grasce no alcohdlico, HOMA-IR, indice de resistencia a la insulina; ALT, alanino
aminctransferasa, AST, aspartato aminotransferasa; 11-GT, gamma-glutamiliransferasa.

Dieterminacion de los niveles de las proteinas BMP.
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Los autores de la presente invencion han determinado 0s niveles proteicos de BMFZ en
individuos sanes y en individuos con EHGNA. Para ia deteccion y cuantificacidn de BMP2
soluble en las muestras de suero de los pacientes inciuidos en el estudio, se realizaron
inmunocensayos ELISA (Cusabio) especificos para BMPZ (CSB-ED4507h). Los ensayos se
realizaron siguiendo las indicaciones del fabricante. Todos los reaclivos estaban s
temperatura ambiente media hora antes de ser usados vy los viales con reactivos licfilizados

fueron centrifugados antes de su reconstitucion.

Tanto el anticuerpo conjugado con biotina como 1a solucidn de avidina y peroxidasa
requirieron una dilucidén 1.100 para obtener una concentracion final de uso {1X). Para elio
se prepard un volumen final de 11 mi de cada reactive diluyendo 110 ul de los mismos en
sus correspondientes diluyentes. Para la solucién de lavado cuyo stock tenia una

concentracién 25X, se diluyeron 80 mi en un volumen final de 2 litros de agua destilada.

Para la preparacion del patrdn, el vial se centrifugd a 8183 ¢ durante 30 segundos antes
de ser reconstituido con 1ml de diluyente de muestra. Asi se obtuvo la solucidn stock da la
cual se hicieron siete diluciones 1.2 sucesivas. Como blanco se use el diluyente de
muestra. Las concentraciones de las diluciones se encueniran descritas en la tabla 2 en

unidades de pg/mi.

pg/mi | Slock {7 & 5 4 3 2 1 Blanco
BMPZ | 4000 {2000 {1000 | 500 280 125 625 3125 |0

Tabia 2: Esquema de la distribucion de las diluciones de BMP2 en 8 kit

En cada ensayo, se ulilizd una placa de 96 pocillos vy se usaron 100 ul de patron y 50 ul de
muestra por pocilio. Se incubd 1a placa durante dos horas a 37°C y cublenta con una lamina
adhesiva. Pasado el tiempo de incubacion, se retird todo &l liquide de los pocilios v sin
lavarios se afadieron 100 yl a cada pocillo de la solucion de anficuerpo anti-BMP2
conjugado con biotina. Se incubd a 37°C durante una hora, con ia placa cubierta con una
lamina adhesiva. A continuacion, se realizaron dos lavados. Cada lavado consta de ios
siquientes pasos: aspiracidn de los pocilios, lavado con 200 ul de solucién de lavado,
reposo de 2 minutos vy aspiracion de la sclucidn de lavado. Tras of Gitimo lavado se debe
retirar totaimente ¢l liguido remanente. Una vez realizados los lavados, se afadieron 100
ul por pocilio de la solucidn de avidina-peroxidasa y se incubd a 37°C durante una hora
cubriendo la placa con una idmina adhesiva. Posteriormente se realizaron cinco lavados,
se afadieron 90 ul de la solucion con el sustrato vy se incubd durante 30 minutos g 37°C

protegido de la luz.
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Iniciada la reaccion y detectada mediante colorimetria, se afladieron 50 pl por pocilio de la
solucidn de detencion de reaccidn y se agitd suavemenie fa parie inferior de la placa para
facilitar el correcio mezclado de ambas scluciones. Finalmente, se midid Ia intensidad de
color con el espectrofotdmetro (DYNEX Spectra MR) a una longitud de onda de 450nm con

una correccion de 540nm.

Anglisis estadistico

Para obtener los valores cuantitativos de BMP2Z de las muestras de suero de los pacientes
mediante la técnica de ELISA, ias absorbancias de las muestras se extrapolaron de una
curva pairdn realizada en paralelo (gjustada mediante una curva logistica de 4 parameitros,
4PL). Una vez obtenidas las concentraciones del biomarcadorBMP2 en suero, se realizd
un fest de normalidad (D Agostino-Pearson). Las variables categoricas se prassntan como
porcentajes v ias variables continuas se muestran como media & desviacién estandar si se
distribuyen normalmente ¢ como mediana (range intercuartilico) sl no se distribuyen
normaimente. La significacién para las diferencias intergrupales se evalud mediante ia
prugba U de Mann-Whitney para variables continuas. Se utilizaron analisis de regresién
iogistica para confeccionar modelos explicativos sobre ef paps! de los biomarcadores ante
determinados parametros clinicos. &l valor prondstico de los niveles de los biomarcadores
a los distintos tiempos tras &l ingreso hospitalario se evalud mediante las curvas de

Caracteristicas Operativas del Receptor (RCC).

Resultados

Se midieron los niveles de BMPF2 en sueros de sujetos con higado normal (HN) (n=75) y
de pacientes con EHGNA (n=65).

L.os niveles de BMP2 en suero de pacienies con EHGNA aumentaron significativamente
en comparacion con individuos sanos, segun su diagndstico histolégico (p=0.0331). Los
datos estén expresados como pg/mi, v estén representados como mediana (rangs
intercuartilico, RIQ) (Figura 1A}

Valor de la mediana de BMPZ en suero (pg/mi): HN =72, 45 (RIQ = 51,44 - 121,2); EHGNA
= 1361 (RIQ = 95,71 - 202,5).

A continuacion, los valores de BMP2 se clasificaron entre aquellos por debajo de la
mediana de [os valores de BMPZ de la toda la cohorte asignéndoles un valor de Oy aqualios
por encima de [a mediana a los que se les asignd un valor de 1, siendo la meadiana de la
cohorte 86.84 (pg/mi de BMP2 circulante}.
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Se realizd un analisis univariante para la prediccion de presencia de EHGNA como variable
dependiente y BMP2 clasificado en funcién de la mediana como variable independienie. Ei
resultado mostrd que la variable BMP2 tiens una significancia de p=0,012 en este models,
con un Odds ratio (OR) de 2,4 (€ 95%: 1,215 - 4,740).

Asimismo, se disedd un modelo pradictivo de regresion logistica multivariante en &l gue se
combiné la concentracion de BMP2Z en suero (clasificada en funcidn de la mediana) con
ofros parametros ulilizados en la practica habitual en g clinica (edad, sexo, diabstes,
colesierol total, eic) como variables independientes. En este modelo, la variable BMPZ o3
significativa estadisticamente (p=0,011) con un OR igual a 2,89¢ (1T 95%: 1,281 - 6,563).
La probabilidad pronastica de este modelo de regresidn logistica presenta una curva ROC
con un area bajo la curva de 0,809 (1C 85%: 0,735 - 0,884) (Figura 1B). Ademas, se
desarrollé una fdrmula especifica para la aplicacion clinica dal modslo predictive. El calculo
de ia probabilidad de que un pacienie tenga un diagndstico de EHGNA se ajusta a la

siquiente ecuacion:

probabilidad de EHGNA = 1/ (1 + exp (-7.013 + 1.064 (Mediana BMP2) + 1.009 (Sexo} +
0.030 {(Edad) + 1.619 (IMC 25-30) + 1.302 (IMC>30) + 1.388 (Diabetes) + 0.004 (Clucosa)
+ 0.014 (Colestercl total) + 0.005 y-GT),

donde los parametros se sustituyen en funcion de:

= Mediana BMP2: 0, BMPZ en suerc < 88.84 pg/mi, v 1, BMPZ2 en suero > 88.84 pg/imi.
s Sexo: 0, sexo femenino v 1, sexo masculing.

e Edad valor en afios.

e IMC 25-30: 0, IMC < 25 v 1, IMC 25-30.

s IMC > 30: 0, IMC <30, y 1, IMC » 30.

s Diabetes: ¢, diabetes noy 1, diabeles si.

e Glucosa: valor en mg/di

+  Colesterol total: valor en mg/di

s y-GT: valor en UL

A continuacion, se analizd la diferencia entre los niveles de BMPZ en mussiras de suero
de sujetos con higado normal (HN) (n=75) v de pacientes con esteatosis simpie (ESNA)
(n=58), ol primer estadio de la EHGNA.

Los niveles de BMP2 aumentiaron en el suero de pacientes con ESNA respecto a los
sujetos con higado normal segun su diagndstico histoldgico (p=0.0552). Los datos estan
expresados como po/mi, y estan representados como mediana (rango intercuartilico, RIQ)
(Figura 2A)
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Valor medio de BMP2 en suero {(pg/mi) HN = 72,45 (RIQ = 51,44 - 121,2), EENA = 1344
(RIQ = 95,69 - 202,5).

A continuacion, los valores de BMP2 se clasificaron entre aquellos por debajo de la
mediana de los valores de BMP2 de la cohorte asignandoles un valor de 0 v aquelios por
encima de la mediana a los que s les asignd un valor de 1, siendo ia mediana de la cohorte
95.689 (pa/mi de BMPZ circulante).

Se realizd un andlisis univariante para la prediccion de presencia de EHGNA como variable
dependiente v BMP2 clasificado en funcién de la mediana como variable independiente. Ei
resultado mostrd que la variable BMP2 tiene una significancia de p=0,007 en este modealo,
con un Qdds ratio (OR) de 2,7 (1C 95%: 1,320 - 5,523).

Asimismo, se disefic un modelo predictive de regresidn logistica multivariants en el que se
combing fa concentracion de BMPZ2 en suero (clasificada en funcidn de la mediana) con
otros parametros utilizados en la practica habitual en la clinica (edad, sexo, diabetes,
colesterol total, etc)) como variables independientes. En este modelo, la variable BMPZ as
estadisticamente significativa (p=0,008) con un OR igual a 3,428 (1C 85%: 1,455 - 8.078).
La probabilidad prondstica de este modelo de regresidn iogistica presenta una curva ROC
con un area bajo ia curva de 0,802 (IC 95%: 0,724 - (,881) (Figura 2B). Por ultimo, se
desarrolld una formula especifica para la aplicacion clinica del modelo predictivo. El caiculo
de la probabilidad de que un paciente tenga un diagnostico de ESNA se ajusta a la siguiente

ecuacion:

probabilidad de ESNA = 1/ 1+ exp (-7.429 + 1.232 (Mediana BMP2) + 0.812 (Sexo) +
0.032 {Edad) + 1.682 (IMC 25-30) + 1.132 (IMC>30) + 0.884 (Diabetes) + 0.007 {Glucosa)
+ 0.015 {Colesterol total) — 0.002 (Triglicéridos) + 0.008 y-GT),

donde los parametros se sustituyen en funcion de:

e Mediana BMP2Z: 0, BMPZ en suero < 85.69 pg/mi, v 1, BMP2 en suero » 85.89 pg/mi.
= Sexo: 0, sexo femening v 1, sexo masculing.

s Edad: valor en afios.

s IMC 25-30: 0, IMC < 25, v 1, IMC 25-30.

e IMC > 30: 0, IMC <30, y 1, IMC > 30.

s Diabetes: G, diabetes no vy 1, diabetas si.

s Glucosa: valor en mg/di

e Colesterol total: valor en mg/di

«  Trighcéridos: valor en mg/dl

¢ yv-GT: valoren UL

i7



10

20

30

ES 2 933 629 B2

Por ditimo, se analizd la diferencia entre 1os niveles de BMP2 en sueros de sujetos con
higado normal (HN) (n=75) y de pacientes con grado 1 de esteatosis simple (G1 ESNA)

(n=41)}, ia lesion mas temprana de la EHGNA.

Los niveles proteicos de BMP2 aumentaron en suerc de pacientes con grado 1 de ESNA
respecto a los sujetos con higado normal segun su diagndstico histoldgico (p=0.0416}. Los
datos estan expresados como pg/mi, v estan representados como mediana (rango
intercuartilico, RIQ) (Figura 3A):

Valor medio de BMP2 en suero (pg/mi): HN =72 45 (RIG = 51,44 - 121,2); EHGNA = 1328
(RIG = 85,89 - 202,5).

A continuacion, los valores de BMPZ2 se clasificaron entre aguellos por debajo de la
mediana de los valores de BMP2 de la cohorte asignandoles un valor de 0 y aguelios por
encima de la mediana a los que se s asignd un valor de 1, siendo la mediana de la cohorte
94,24 (pg/mi de BMP2 circulante).

Se realizd un analisis univariante para la prediccion de presencia de EHGNA como variable
dependiente y BMP2 clasificado en funcién de la mediana como variable independienie. Ei
resultado mostré gque la variable BMP2 tiene una significancia de 0.004 en este models,
con un Odds ratio (OR) de 3.231 (10 95%: 1,448 - 7 218).

Asimismo, se disedd un modelo pradictivo de regresion logistica multivariante en &l gue se
combiné la concentracion de BMP2Z en suero (clasificada en funcidn de la mediana) con
ofros parametros ulilizados en la practica habitual en g clinica (edad, sexo, diabstes,
colesierol total, eic) como variables independientes. En este modelo, la variable BMPZ o3
estadisticamente significativa {(p=0,002) con un OR igual a 4,824 (C 95%: 1,720~ 12,427}
La probabilidad prondstica de este modelo de regresidn logistica presenta una curva ROC
con un area bajo la curva de 0.812 (IC 95%: 0,724 - 0, 899 (Figura 3B). Ademas,
desarrollamos una formula correspondiente para la aplicacion clinica del modeio predictivo.
Para ello, & calcuio de la probabilidad de gue un pacients tenga un diagndstico de grado 1

de ESNA se ajusia a la siguiente scuacidn:

probabifidad de G1 ESNA = 1/ (1 + exp (-6.964 + 1.531 (Mediana BMP2) + 0.687 (Sexo) +
0.037 (Edad) + 1.633 (IMC 25-30) + 0.573 (IMC>30) + 0.015 {Colesterol total) -0.112 (AST)

+ 0.083 {(ALT)), donde l0s parametros se sustituyen en funcién de:

= Mediana BMP2: 0, BMPZ en suerc < 84 24 pg/mi, v 1, BMPZ2 en suero > 84,24 pgimi.
s Sexo: 0, sexo femenino v 1, sexo masculing.

e Edad: valor en afios.
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IMC 25-30: 0, IMC < 25, v 1, IMC 25-30.
IMC » 30: 0, IMC <30, y 1, IMC > 30.
Colesterol total: valor en mg/di

AST: valor en UL

ALT: valor en UL
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REIVINDICACIONES

Meétodo de deteccidn de individuos con enfermedad de higado graso no alcohdlico
(EHGNA) en estadio de fibrosis FO, que comprende:
i. determinar el nivel de BMP2 en una biopsia liquida tomada de un individuo,
siendo dicha biopsia liquida una muestra de sangre
e,
ii.  introducir dicho valor de BMP2 en uno o mas de las siguientes ecuaciones
junto con las medidas de los siguientes parametros empleados en la practica

clinica;

probabilidad de EHGNA = 1/ (1 + exp (-7.013 + 1.064 (Mediana BMP2) + 1.009
(Sexo) + 0.030 (Edad) + 1.619 (IMC 25-30) + 1.302 (IMC>30) + 1.368 (Diabetes) +
0.004 (Glucosa) + 0.014 (Colesterol total) + 0.005 y-GT),

donde los parametros se sustituyen en funcion de:

Mediana BMP2: 0, BMP2 en suero < 96.84 pg/ml, y 1, BMP2 en suero > 96.84 pg/ml.
Sexo: 0, sexo femenino y 1, sexo masculino.

Edad: valor en afos.

IMC 25-30: 0, IMC < 25,y 1, IMC 25-30.

IMC > 30: 0, IMC <30, y 1, IMC > 30.

Diabetes: 0, diabetes no y 1, diabetes si.

Glucosa: valor en mg/di

Colesterol total: valor en mg/dl y

y-GT: valor en UI/L;

probabilidad del primer estadio de primer estadio de la EHGNA, esteatosis simple
(ESNA) = 1 /(1 + exp (-7.429 + 1.232 (Mediana BMP2) + 0.812 (Sexo) + 0.032
(Edad) + 1.662 (IMC 25-30) + 1.132 (IMC>30) + 0.894 (Diabetes) + 0.007 (Glucosa)
+ 0.015 (Colesterol total) — 0.002 (Triglicéridos) + 0.006 y-GT),

donde los parametros se sustituyen en funcion de:
Mediana BMP2: 0, BMP2 en suero < 95.69 pg/ml, y 1, BMP2 en suero > 95.69 pg/ml.

Sexo: 0, sexo femenino y 1, sexo masculino.
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Edad: valor en afos.

IMC 25-30: 0, IMC < 25,y 1, IMC 25-30.
IMC > 30: 0, IMC <30, y 1, IMC > 30.
Diabetes: 0, diabetes no y 1, diabetes si.
Glucosa: valor en mg/di

Colesterol total: valor en mg/dl
Triglicéridos: valor en mg/dl y

y-GT: valor en UI/L;

probabilidad de la lesidn mas temprana de la EHGNA, grado 1 de esteatosis simple
(G1ESNA)=1/(1+ exp (-6.964 + 1.531 (Mediana BMP2) + 0.687 (Sexo) + 0.037
(Edad) + 1.633 (IMC 25-30) + 0.573 (IMC>30) + 0.015 (Colesterol total) -0.112
(AST) + 0.083 (ALT)),

donde los parametros se sustituyen en funcion de:

Mediana BMP2: 0, BMP2 en suero < 94,24 pg/ml, y 1, BMP2 en suero > 94,24 pg/ml.
Sexo: 0, sexo femenino y 1, sexo masculino.

Edad: valor en afos.

IMC 25-30: 0, IMC < 25,y 1, IMC 25-30.

IMC > 30: 0, IMC <30, y 1, IMC > 30.

Colesterol total: valor en mg/dl

AST: valoren Ul/Ly

ALT: valor en Ul/L;

donde el resultado de uno o mas de dichas ecuaciones indica la probabilidad de
qgue individuo padezca enfermedad del higado graso no alcohdlico en estadio de
fibrosis FO (EHGNA), la segunda que se encuentre en el estadio de esteatosis

(ESNA) y la tercera que se encuentre en esteatosis G1 (ESNA G1).
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2. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el

individuo es mayor o igual a 20 anos.

3. Método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el nivel
de BMP2 se determina por un inmunoensayo con uno o mas anticuerpos
especificos para BMP2 siendo el inmunoensayo seleccionado entre inmunoblot,
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) seleccionado entre ELISA
directo, ELISA indirecto y ELISA sandwich; inmunoensayo lineal (LIA),

radioinmunoensayo (RIA), inmunofluoresecencia, x-map. y chips de proteina
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