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Método de prediccidn de respuesta a tratamientos con cirugia bariatrica en

diabetes mellitus tipo 2

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la biomedicina y la
biotecnologia, y se refiere a un método basado en una funcién para predecir o
pronosticar de manera precoz la respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en

pacientes obesos con diabetes mellitus tipo 2.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad cronica y progresiva cuya prevalencia
va en aumento. Su diagnéstico y tratamiento se ha dirigido a retardar su aparicion y

disminuir la gravedad de sus complicaciones.

La International Diabetes Federation, entre otros, ha sugerido el uso de la cirugia
bariatrica para el control y remisién de la diabetes mellitus tipo 2. Algunos tipos de
cirugia bariatrica son mas efectivos que la terapia médica convencional para el
tratamiento de la DM2 en pacientes con obesidad incluso con un indice de masa
corporal (IMC) = 40. Sin embargo, existen sujetos obesos morbidos con diabetes
mellitus tipo 2 en los que este tipo de intervencion no produce una remisién de la

enfermedad.

Dado que es un importante problema de Salud Publica, que conlleva ademas el
desarrollo de multiples patologias asociadas, la identificacibn de nuevos
biomarcadores séricos que permita conocer la respuesta de un paciente ante un
método de intervencion quirurgica para revertir la diabetes mellitus tipo 2, supondria

una clara reduccion de intervenciones invasivas no respondedoras.

Los miRNAs circulantes abren la posibilidad de determinar de manera rapida y por
métodos poco invasivos diferencias en la respuesta a un tratamiento o intervencién en
funcién del perfil del individuo. Mas concretamente, el biomarcador sérico miR-590
podria permitir el desarrollo de un test diagnostico para la deteccion de sujetos obesos
moérbidos con diabetes mellitus tipo 2 buenos candidatos para la remision de la
enfermedad mediante cirugia bariatrica. En la actualidad no existe ningun biomarcador

sérico descrito con estas capacidades predictivas.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Un primer aspecto de la invencion se refiere al uso del marcador mir-590-5p para
predecir o pronosticar la remision de la diabetes tipo 2 al afio de la intervencion por

tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes obesos mérbidos diabéticos.

Un segundo aspecto de la invencion se refiere al método de obtencion de datos
utiles, de ahora en adelante primer método de la invencién, para predecir o pronosticar
la remision de la diabetes tipo 2 al afo de la intervencion por tratamiento con cirugia

bariatrica en pacientes obesos mérbidos diabéticos, que comprende:

a) cuantificar el marcador tal como se define en el primer aspecto de la invencién en

una muestra bioldgica aislada de un individuo.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el método ademas
comprende cuantificar la glucemia en una muestra biologica aislada de un individuo, y
el indice de Masa Corporal (IMC) o cualquiera de sus combinaciones. En una

realizacién mas preferida, la muestra biolégica aislada en el paso a) es sangre.
En otra realizacion preferida, el primer método de la invencién ademas comprende:

b) aplicar la funcién de formula (1):

P=1/ (1 + e—(9.25 -{0.136 x IMC) - (0.019 x glucosa) + (0.002 x n® copias mir-590-5p)))

Férmula (1)

Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un método para predecir o pronosticar
remisién de la diabetes tipo 2 por tratamiento al afo de la intervencién con cirugia
bariatrica en pacientes obesos mérbidos diabéticos, que comprende los pasos a) y b)
segun se describe en la presente invencion, de ahora en adelante segundo método de

la invencion, que ademas comprende:

c¢) asignar al individuo del paso a) al grupo de individuos que responden al tratamiento
con cirugia bariatrica cuando el valor de P>0,7; preferiblemente cuando P>0,750; mas

preferiblemente cuando P>0,8; y aun mas preferiblemente cuando P>0,806.

el resultado del calculo del paso (b) es una probabilidad que se obtiene de la curva
ROC, la cual nos da informacion de la capacidad de predecir o pronosticar la remisién
de la diabetes tipo 2 al afo de la intervenciéon por tratamiento con cirugia bariatrica en

pacientes obesos moérbidos diabéticos, con una determinada especificidad y
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sensibilidad. La inclusién de un individuo en un grupo u otro de diagnéstico dependera

de la sensibilidad y especificidad que se quiera obtener en cada momento.

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en

adelante kit o dispositivo de la invencién, que comprende un:
componente A, formado por un kit y un equipo de extraccion de miARN, y/o
componente B, formado por un kit y un termociclador para la sintesis de ADNc, y/o

componente C, formado por los reactivos basicos para la realizacion de una PCR
cuantitativa a tiempo real con una curva estandar del Spike-in sintético UniSp6 ARN

para cuantificar el marcador descrito en el primer aspecto de la invencion y/o

componente D, formado por la cantidad de referencia de la funcion de formula | para la
comparacion y asignacién del individuo del paso b) y ¢) tal y como se definen en la

presente invencién,

o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacién preferida, el kit o dispositivo de la invencién ademas comprende un:
componente D, formado por un colector de sangre, y/o

componente E, formado por el método colorimétrico de la glucosa oxidasa, y/o
componente F, formado por los elementos necesarios para calcular el IMC,

o cualquiera de sus combinaciones.

Un quinto aspecto de la invencion se refiere al uso del marcador, el método, o el kit o
dispositivo segun se describe en la presente invencién para predecir o pronosticar la

respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes diabéticos obesos.
En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la diabetes es tipo 2.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, la obesidad es morbida.

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a un programa de ordenador que
comprende instrucciones de programa para hacer que un ordenador lleve a la practica
el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos que se describen en la

presente invencién.
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Un séptimo aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible
por un ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un
ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos que se describen en la

presente invencién.

Un octavo aspecto de la invencién se refiere a una sefial transmisible que comprende
instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos

de cualquiera de los métodos que se describen en la presente invencion.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Curvas ROC obtenidas con los datos del n° de copias del mir-590-5p, la
combinacion de los niveles de glucosa y del indice de masa corporal, y de la
combinacién del n° de copias del mir-590-5p, de los niveles de glucosa y del indice de
masa corporal. Cédmo se observa en la grafica, el valor diagnéstico, representado
como el AUC, para el n° de copias del mir-590-5p (linea color azul) es de 0.772 y el de
la combinacién de las variables IMC y glucosa (linea color ocre) es de 0.801. Al
combinar estas tres variables, n° de copias del mir-590-5p, IMC y glucosa (linea color
verde), obtenemos un modelo de prediccion con mayor discriminacion, ya que se
alcanzan unos valores de AUC que rozan el 0.90, lo que dentro de la interpretacién de

las curvas ROC se estableceria como un test de diagnédstico muy bueno.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencién describen el uso de un método basado en una
funcién para predecir o pronosticar la remision de la diabetes tipo 2 al afo de la
intervenciéon por tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes obesos mérbidos

diabéticos.

La relevancia y el potencial de los resultados pueden despertar un gran interés en
empresas de desarrollo de test diagnosticos y/o generacion de innovaciones
tecnologicas al ofrecer una interesante aplicacién clinica. La presente invencion
permite el desarrollo de un test diagnéstico para la deteccion de sujetos obesos
moérbidos con diabetes mellitus tipo 2 que puedan ser buenos candidatos para la
remision de la diabetes mediante cirugia bariatrica. Esto permite identificar, antes de la

prescripcion del tratamiento, pacientes que serian candidatos a ofras opciones de
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tratamiento no invasivos o bien a realizar un reajuste del tratamiento una vez que se

haya iniciado el mismo.
USO DEL MARCADOR

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere al uso del marcador mir-590-
5p para predecir o pronosticar la respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en
pacientes diabéticos obesos. En una realizaciéon preferida de este aspecto de la
invencién, adicionalmente se puede emplear, junto con el marcador mir-590, la

glucemiay el IMC.

El término “marcador, biomarcador o marcador biolégico” se utiliza para designar
aquella sustancia utilizada como indicador de un estado biolégico. Debe poder medirse
objetivamente y ser evaluado como un indicador de un proceso bioldgico normal,
estado patogénico o de respuesta a un tratamiento farmacolégico. Mas
concretamente, en la presente invencién, se cuantifican los marcadores mir-590-5p,
glucemia, e indice de Masa Corporal (IMC). La determinacion de los marcadores se

puede hacer por cualquier medio conocido por el experto en la materia.

En esta memoria, el término “mir-590-5p” hace referencia a un miRNAs circulante que
permite determinar de manera rapida y por métodos poco invasivos diferencias en la
respuesta a un tratamiento o intervencién en funciéon del perfil del individuo. Este
marcador se determina como el numero de copias del mir-590-5p, para lo cual, en la
presente invencién, se ha empleado las técnicas de extraccién de miRNA, sintesis de

ADNCc y cuantificacién conocidas por el experto en la materia. Tiene de secuencia:
SEQ ID NO:1
GAGCUUAUUCAUAAAAGUGCAG

En esta memoria, el término “glucemia” hace referencia a la medida de la
concentracién de glucosa libre en la sangre, suero o plasma sanguineo. En la presente
invencién se han determinado los niveles de glucosa sérica, expresados en miligramos
por decilitro (mg/dl). En clinica, la hiperglucemia, es decir, niveles de glucosa en
sangre superiores a 130 mg/dl en ayunas y antes de las comidas o a 180 mg/dl
después de las comidas, es el indicador mas habitual de la diabetes, que se produce
como resultado de una deficiencia de insulina, en el caso de la diabetes de tipo | o una

resistencia a la insulina, en el caso de la diabetes de tipo 2.

Mas concretamente, el término “indice de Masa Corporal IMC” es una razén

matematica que asocia la masa y la talla de un individuo calculado como peso/altura®
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En la presente invencion se entiende por "prondstico” la evolucién esperada de una
enfermedad y se refiere a la valoracion de la probabilidad segun la cual un sujeto
padece una enfermedad asi como a la valoracién de su inicio, estado de desarrollo,

evolucidn, o de su regresion, y/o el pronéstico del curso de la enfermedad en el futuro.

El término “cirugia bariatrica“ tal como se describe en la presente invencion, hace
referencia al conjunto de procedimientos quirdrgicos usados para tratar la obesidad,
buscando disminucién del peso corporal y como alternativa al tratamiento con otros
medios no quirurgicos. El objetivo de la cirugia bariatrica es disminuir el aporte
energético y la formacion de grasa corporal sin estimular el consumo de la ya formada,
bajo dos principios: la restriccion o reduccién de alimentos ingeridos (controlando
metabolicamente el consumo de alimentos, sin alterar el apetito) y modificando su
absorcion, para que de esta manera la ingesta caldrica sea adecuada para la

reduccidn gastroesofagica sin afectar directamente el metabolismo corporal.

El término “diabetes” o “diabetes mellitus” tal como se describe en la presente
invencién, hace referencia a un conjunto de trastornos metabdlicos, cuya caracteristica
comun principal es la presencia de concentraciones elevadas de glucosa en la sangre
de manera persistente o crénica, debido ya sea a un defecto en la produccion de
insulina, a una resistencia a la accion de ella para utilizar la glucosa, a un aumento en
la produccién de glucosa o a una combinacién de estas causas. También se
acompana de anormalidades en el metabolismo de los lipidos, proteinas, sales
minerales y electrolitos. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, se reconocen tres
formas de diabetes mellitus: tipo 1, tipo 2 y diabetes gestacional (ocurre durante el
embarazo), cada una con diferentes causas y con distinta incidencia. Asi mismo se
entiende por el término “diabetes mellitus tipo 27, aquella generada como
consecuencia de un defecto progresivo en la secrecidon de insulina, de un aumento de
la resistencia periférica a la misma y de un aumento de la produccion de glucosa.

Representa entre un 90 a un 95% de los casos de diabetes mellitus.

El término “obeso u obesidad” tal como se describe en la presente invencién, es una
enfermedad cronica de origen multifactorial prevenible que se caracteriza por
acumulacion excesiva de grasa o hipertrofia general del tejido adiposo en el cuerpo, es
decir, un incremento de la reserva natural de energia almacenada en forma de grasa
corporal. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como obesidad cuando el
indice de masa corporal (IMC) es igual o superior a 30 kg/m2. También se considera
signo de obesidad un perimetro abdominal en hombres mayor o igual a 102 cm y en

mujeres mayor o igual a 88 cm. La obesidad forma parte del sindrome metabdlico, y es
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un factor de riesgo conocido, es decir, es una indicacién de la predisposicidn a varias
enfermedades, particularmente enfermedades cardiovasculares, diabetes mellitus tipo
2, apnea del suefio, ictus y osteoartritis, asi como para algunas formas de cancer,
padecimientos dermatolégicos y gastrointestinales. Asi mismo, el término “obesidad
morbida”, “obesidad grave” u “obesidad clase llI” es el término para la obesidad
caracterizada por un IMC (indice de masa corporal) de 40 o mayor, o de un IMC de 35
0 mayor ante la presencia de al menos una u otra enfermedad significativa o

discapacidad grave y minusvalia a causa del exceso de peso.

Un “individuo” o "sujeto", como se usa aqui, se refiere a un mamifero, humano o no
humano, en observaciéon, y mas preferiblemente un ser humano. El individuo puede
ser cualquiera, un individuo predispuesto a una enfermedad (por ejemplo diabetes) o

un individuo que padece dicha enfermedad.

METODOS DE LA INVENCION

Un segundo aspecto de la invencion se refiere al método de obtencion de datos
utiles, de ahora en adelante primer método de la invencion, para predecir o pronosticar
la respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes diabéticos obesos, que

comprende:

a) cuantificar el marcador tal como se define en el primer aspecto de la invencién en

una muestra bioldgica aislada de un individuo.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el método ademas
comprende cuantificar la glucemia en una muestra biologica aislada de un individuo, y
el indice de Masa Corporal (IMC) o cualquiera de sus combinaciones. En una

realizacién mas preferida, la muestra biolégica aislada en el paso a) es sangre.
En otra realizacion preferida, el primer método de la invencién ademas comprende:
b) aplicar la funcién de formula (1):
P=1/ (1 + e—(9.25 -{0.136 x IMC) - (0.019 x glucosa) + (0.002 x n® copias mir-590-5p)))
Férmula (1)

Donde P es la probabilidad pronosticada de remision de la diabetes tipo 2 al afo de la
intervencion por tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes obesos mérbidos

diabéticos.
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Un tercer aspecto de la invencion se refiere a un método para predecir o pronosticar
la respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes diabéticos obesos, de
ahora en adelante segundo método de la invencidon, que comprende los pasos a) y b)

segun se describe en la presente invencion, que ademas comprende:

c¢) asignar al individuo del paso a) al grupo de individuos que responden al tratamiento
con cirugia bariatrica cuando el valor de P>0,7; preferiblemente cuando P>0,750; mas

preferiblemente cuando P>0,8; y aun mas preferiblemente cuando P>0,806.

Por tanto, mediante el método de la invencién ademas comprende recomendar la
cirugia bariatrica cuando el individuo pertenece al grupo que responde a terapia del

paso c).

Por tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a un método de tratamiento de la
obesidad que comprende realizar cirugia bariatrica en un individuo seleccionado

mediante el primer 0 segundo método de la invencién.

El término “cuantificar’ tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero no se
limita, a la determinacién de la cantidad absoluta o relativa de los marcadores, de su
concentracién en sangre, asi como a cualquier otro valor o parametro relacionado con
los mismos o que pueda derivarse de éstos. Dichos valores o parametros comprenden
valores de intensidad de la sefal obtenidos a partir de cualquiera de las propiedades
fisicas o quimicas de dichos productos de expresién obtenidos mediante medida
directa. Adicionalmente, dichos valores o parametros incluyen todos aquellos
obtenidos mediante medida indirecta, por ejemplo, cualquiera de los sistemas de
medida descritos en otra parte del presente documento. Los pasos a) y/o b), de los
métodos descrito anteriormente pueden ser total o parcialmente automatizados, por
ejemplo, por medio de un equipo robético sensor para la cuantificacién en el paso a)

o la aplicacién de la funcién en el paso b).

Una "muestra biologica" tal como se define aqui, es una pequefa parte de un sujeto,
representativa del conjunto y puede estar constituida por una biopsia 0 una muestra de
fluido corporal. Las biopsias son pequefas piezas de tejido y pueden ser frescas,
congeladas o fijas, como fijada con formalina y embebidas en parafina (formalin- fixed
and paraffin embedded FFPE). Muestras de fluidos corporales pueden ser sangre,
plasma, suero, orina, esputo, liquido cefalorraquideo, leche 0 muestras de fluido ductal
y pueden asimismo ser frescos, congelados o fijados. Las muestras se pueden extirpar
quirurgicamente, mediante extraccidén, es decir, con agujas hipodérmicas o de otro

tipo, por microdiseccidn o captura laser. La muestra debe contener cualquier material
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biolégico adecuado para detectar el marcador, biomarcador o biomarcadores
deseado/s, por lo tanto, dicha muestra debe comprender ventajosamente material de
las células del sujeto. Por lo tanto, en una realizacién particular, la muestra biologica

aislada del paso a) es una muestra de fluido corporal, preferiblemente de sangre.

El término “funcién, funcion de probabilidad o funciéon P” hace referencia a un tipo de
analisis utilizado para predecir el resultado de una variable categoérica (una variable
que puede adoptar un numero limitado de categorias) en funcion de las variables
independientes o predictoras. Entre otros, es util para modelar la probabilidad de un

evento ocurriendo como funcién de otros factores.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el nivel de expresion de
uno o mas microRNAs se mide mediante perfiles de expresion de microarrays, PCR,
PCR de transcriptasa inversa, PCR de tiempo real de transcriptasa inversa, PCR
cuantitativa en tiempo real, PCR de punto final, PCR multiplex de punto final, cold
PCR, ice cold PCR, espectrometria de masas, hibridacién in situ (ISH), hibridacion
multiplex in situ 0 secuenciacién de acidos nucleicos. Preferiblemente, el nivel de

expresion de los miRNAs puede obtener por medio de:

(i) un método de perfilado genético, tal como un microarray; y/o

(il) un método que comprende PCR, tal como la PCR en tiempo real; y/o.
(iii) transferencia Northern.

Mas preferiblemente, el resultado se obtiene mediante PCR de tiempo real de
transcriptasa inversa (RT-gPCR). Otras técnicas podrias ser, pero sin limitarnos, RT
combinado con LAMP, o bien alguna técnica nueva como LASH (ligase-assisted
sandwich hybridization (LASH).

Una "muestra de referencia", como se usa aqui, significa una muestra obtenida de los
individuos, preferiblemente dos 0 mas individuos, de los que se sabe que estan libres
de la enfermedad (diabetes, preferiblemente diabetes mellitus tipo 2) o,
alternativamente, de la poblacién general. Los niveles adecuados de miRNAs se
pueden determinar mediante la medicién de los niveles de dichos miRNAs en varios
individuos adecuados, y tales niveles de referencia se pueden ajustar para
poblaciones de individuos o sujetos especificos. En una realizacion preferida, la
muestra de referencia se obtiene de un grupo de individuos o sujetos sanos o de
sujetos sin historia previa de padecer diabetes, preferiblemente diabstes mellitus tipo

2. La cantidad y/o concentracion de los miRNAs en la muestra de referencia puede,
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preferiblemente, generarse a partir de una poblacion de dos 0 mas individuos; por
ejemplo, la poblacién puede comprender 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 o mas

individuos o sujetos.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método para clasificar un sujeto humano
en uno de dos grupos, en el que el grupo 1 comprende los sujetos que pueden
identificarse por medio del método de acuerdo con el primer aspecto de la invencion, y

en el que el grupo 2 representa los sujetos restantes.

Otro aspecto de la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que
comprende un agente terapéutico adecuado para tratar a un sujeto humano del grupo

1 que se puede identificar mediante cualquiera de los métodos de la invencioén.

USOS MEDICOS

Un quinto aspecto de la invencién se refiere al uso del marcador, el método, o el kit o
dispositivo segun se describe en la presente invencién para predecir o pronosticar la
remisién de la diabetes tipo 2 al afo de la intervencién por tratamiento con cirugia

bariatrica en pacientes obesos mérbidos diabéticos.
En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la diabetes es tipo 2.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la obesidad es mérbida.

KIT O DISPOSITIVOS

Un cuarto aspecto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en
adelante kit o dispositivo de la invencion, que comprende al menos un oligonucleétido

capaz de hibridar con la SEQ ID NO. 1, y medios para detectar dicha hibridacién.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencion el kit o dispositivo de la
invencién comprende cebadores y/o sondas anticuerpos capaces de cuantificar el
mMiRNA-590-5p, y donde:

- los cebadores o primers son secuencias de polinucleétidos de entre 10 y 30 pares de
bases, mas preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun mas preferiblemente
de entre 18 y 22 pares de bases, y aun mucho mas preferiblemente de alrededor de

20 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%, mas
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preferiblemente de al menos un 90%, aun mas preferiblemente de al menos un 95%,
aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%, y particularmente de un 100%,

con la secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 1;

- las sondas son secuencias de polinucleétidos de entre 30 y 1100 pares de bases,
mas preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas preferiblemente
de entre 200 y 500 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%,
mas preferiblemente de al menos un 90%, aun mas preferiblemente de al menos un
95%, aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%, y particularmente de un

100%, con la secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 1.

En otra realizacion preferida, el Kit o dispositivo de la invenciéon comprende un:
componente A, formado por un kit y un equipo de extracciéon de miARN, y/o
componente B, formado por un kit y un termociclador para la sintesis de ADNc, y/o

componente C, formado por los reactivos basicos para la realizacion de una PCR
cuantitativa a tiempo real con una curva estandar del Spike-in sintético UniSp6 ARN

para cuantificar el marcador descrito en el primer aspecto de la invencion y/o

componente D, formado por la cantidad de referencia de la funcion de formula | para la
comparacion y asignacion del individuo del paso b) y ¢) tal y como se definen en la

presente invencién,

o cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacién preferida, el kit o dispositivo de la invencién ademas comprende un:
componente D, formado por un colector de sangre, y/o

componente E, formado por el método colorimétrico de la glucosa oxidasa, y/o
componente F, formado por los elementos necesarios para calcular el IMC,

o cualquiera de sus combinaciones.

Por otro lado, el kit o dispositivo puede incluir todos los soportes y recipientes
necesarios para su puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit o
dispositivo comprende ademas las instrucciones para llevar a cabo los métodos de la

invencion.
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Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del kit o dispositivo de la invencién para
identificar los individuos con mayor probabilidad de respuesta al tratamiento con

cirugia bariatrica en pacientes obesos con diabetes mellitus tipo 2

En ofra realizaciéon preferida de este aspecto de la invencién, los oligonucledtidos
presentan modificaciones en alguno de sus nucleétidos, como por ejemplo, pero sin
limitarnos a, nucledtidos que tengan alguno de sus atomos con un isétopo radiactivo,
normalmente 32P o tritio, nucleétidos marcados inmunolégicamente, como por ejemplo
con una molécula de digoxigenina, y/o inmovilizadas en una membrana. Varias
posibilidades son conocidas en el estado de la técnica, y la invencién no se limita a

ninguna.

En otra realizacidon preferida de este aspecto de la invencién, el kit o dispositivo de la
invencion ademas comprende todos aquellos elementos necesarios para llevar a cabo

un procedimiento PCR.

El kit ademas puede incluir, sin ningun tipo de limitacién, tampones, soluciones de
extraccion de proteinas, agentes para prevenir la contaminacion, inhibidores de la

degradacién de las proteinas, etc.

Por otro lado, el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su
puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit comprende ademas las

instrucciones para llevar a cabo los métodos de la invencién.

Otro aspecto de la invencion se refiere a una secuencia totalmente complementaria
(complementaria al 100%) de DNA, RNA o de cadenas de acidos nucléicos
modificados, (i.e. una sonda), capaz de hibridar con la secuencia de nucleétidos del |
miRNA-590-5p.

Dispositivos capaces de cuantificar de forma automatica las secuencias, como se
describe por ejemplo, pero sin limitarnos, en Zhang et al, 2015. Lab Chip Nov
7,15(21):4217-26, en US2017233799A, Kolbert et a/.,2013. PLoS ONE 8(1): 52517

or nCounter® miRNA assays

METODOS IMPLEMENTADOS POR ORDENADOR

Un sexto aspecto de la invencion se refiere a un programa de ordenador que

comprende instrucciones de programa para hacer que un ordenador lleve a la practica
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el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos que se describen en la

presente invencién.

En particular, la invencidn abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro
de una portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de
soportar el programa. Cuando el programa va incorporado en una sefial que puede ser
transportada directamente por un cable u otro dispositivo 0 medio, la portadora puede
estar constituida por dicho cable u otro dispositivo 0 medio. Como variante, la
portadora podria ser un circuito integrado en el que va incluido el programa, estando el
circuito integrado adaptado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucion de los

procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de
almacenamiento, como una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria
ROM de semiconductor, una memoria USB, o un soporte de grabacion magnética, por
ejemplo, un disco flexible o un disco duro. Alternativamente, los programas podrian
estar soportados en una sefal portadora transmisible. Por ejemplo, podria tratarse de
una senal eléctrica u éptica que podria transportarse a través de cable eléctrico u

optico, por radio o por cualesquiera otros medios.

Un séptimo aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible
por un ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un
ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos que se describen en la

presente invencién.

Un octavo aspecto de la invencion se refiere a una sefial transmisible que comprende
instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos

de cualquiera de los métodos que se describen en la presente invencion.

A lo largo de la descripciéon y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.
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EJEMPLOS DE LA INVENCION

En este trabajo, se aplicd una herramienta para la determinacion de un biomarcador
sérico, mir-590-5p, para predecir si sujetos con obesidad moérbida y diabetes mellitus
tipo 2 serian buenos candidatos para el tratamiento/remision de dicha diabetes
mediante cirugia bariatrica. Esto podria traducirse en la no recomendacién de la
cirugia bariatrica en aquellos pacientes obesos moérbidos con diabetes mellitus tipo 2
que a través del test diagnostico se determinen que no son buenos candidatos para
someterse a este tipo de intervencion quirurgica para remitir su diabetes. Dado que es
un importante problema de Salud Publica, que conlleva ademas el desarrollo de
multiples patologias asociadas, es importante saber si una persona con obesidad
moérbida va a responder de antemano a la cirugia bariatrica. En este sentido, la
identificacion de nuevos biomarcadores séricos que nos permitan conocer la respuesta
de un paciente ante un método de intervencion quirurgica para revertir la diabetes,
supondria una reducciéon en el numero de intervenciones invasivas no indicadas.
Actualmente no existe ningun biomarcador sérico descrito con capacidad de predecir
la remisién de la diabetes mellitus tipo 2 en sujetos obesos modrbidos con esta

patologia tras ser intervenidos mediante cirugia bariatrica.

Ejemplo 1. Materiales y Métodos

Pacientes

El estudio se realizé en un total de 25 pacientes obesos moérbidos con diabetes
mellitus tipo 2 en tratamiento solo con metformina, los cuales se dividieron en dos

grupos:

17 obesos moérbidos (7 hombres + 10 mujeres) (IMC = 40 kg/m2) con diabetes mellitus
tipo 2 previa a la intervencién quirurgica que remitieron la enfermedad tras un afio de

la cirugia bariatrica (OM-R).

8 obesos morbidos (3 hombres + 5 mujeres) (IMC = 40 kg/m2) con diabetes mellitus
tipo 2 previa a la intervencién quirurgica que no remitieron la enfermedad tras un afo
de la cirugia bariatrica (OM-NoR).

Criterios de Remisioén

Los criterios considerados para remision de diabetes mellitus tipo 2 han sido:
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1. Niveles basales de glucosa <100 mg/dL en ausencia de medicacién.

2. Niveles de HbA1c iguales o por debajo del 6% (Stacy A. Brethauer, MD, et al.
Standardized outcomes reporting in metabolic and bariatric surgery. Surg Obes Relat
Dis. 2015 May-Jun;11(3):489-506).

Recogida de muestras

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les recogié una muestra de sangre que
se centrifugd para la obtencion del suero, el cual se almacené a -80°C en el Biobanco

del Hospital Regional Universitario de Malaga.

Variables de estudio

Los niveles de glucosa de determinaron en suero mediante el método colorimétrico de

la glucosa oxidasa y el IMC se determiné mediante la férmula peso/altura®.

Extraccién de miRNA del suero y chequeo de la calidad de las muestras

La extraccion de miRNA se realizd en la plataforma de Gendmica del Instituto de
Investigacion Biomédica de Malaga (IBIMA). La extraccion de los miRNAs se realizd
por un método automatizado con el kit Maxwell 16 miRNA Tissue Kit de Promega® en
un equipo Maxwell (Maxwell® 16MDx Instrument) partiendo de 200 ul de suero, y
resuspendiendo en 40 ul del tampén de elucién proporcionado por el kit comercial. A
continuacion, 2 pl de dicha elucion fue convertido a microcDNA por reverso-
trascripcidon (RT) con el kit miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR,
Polyadenylation and cDNA synthesis kit Il (8-64 rxns) de Exigon siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para la evaluacién de la calidad de las muestras de suero y la eficiencia en el proceso
de extraccion y RT-PCR, se incluyeron distintos miRNAS sintéticos (spike-in) durante

estos procesos, evaluandose después en miRCURY ™ microRNA QC PCR Panels:

- Los spike-in UniSp2, UniSp4 y UniSp5 se utilizaron para evaluar la eficiencia
de la extraccion. Se seleccionaron las muestras cuyos Cts a través del conjunto
de la muestra fueron <2-3 Ct y la ACt entre Spike-ins alrededor de 5-7 Cts. La
presencia de UniSp5 en las muestras nos indicé eficiencia en la purificaciéon de
MiRNAs de baja expresién.

- Se incluyé el spike-in Cel-39-3p y el UniSp6 para verificar la eficacia de la
sintesis de cDNA. Se seleccionaron aquellas muestras con una varianza no

mayor de <1-2 Ct a lo largo de toda la muestra.
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- Se utilizé spike-in UniSp3 para evaluar la eficiencia de la reaccién de PCR. Se
seleccionaron aquellas muestras con valores de Ct en todo el conjunto de

datos no superior a <2 Ct.

- La evaluacién de la hemdlisis se realizé comprobando la diferencia entre miR-
23a y miR-451. Las muestras con valores de Ct superiores a 7, consideradas

fuera del rango de aceptacion de hemdlisis, se eliminaron del estudio.

La expresion de los miRNAs se realizé mediante PCR cuantitativa a tiempo real en el
Light Cycler 480 de Roche en placas de 384. Previamente, para la obtencion del
cDNA, en la mezcla para la realizacién de la RT se anadieron 0.5ul de Spike-in
sintético UniSp6 RNA (10° copias/pl) para la posterior cuantificacién en referencia al

numero de copias.

Analisis estadistico

El numero de copias de mir-590-5p por pocillo se calculé en referencia a una curva
estandar que se realiz6 a partir de una concentracién conocida inicial de partida de
2x10® copias de RNA sintético (UniSp6 RNA) por pocillo. La curva estandar se realizé
con 6 puntos de estandares en duplicado con diluciones 1:10. A partir de la curva se
hizo la interpolacién de los datos de Cts para mir-590-5p. Las diferencias significativas
en los niveles de expresion del miRNA entre ambos grupos se determinaron mediante

comparacion de medias con el test de Mann-Witney.

Ejemplo 2. Resultados

*Se consideraron sujetos OM a los que le remite la DM2 (OM-R) a aquellos que, al afio
de la cirugia bariatrica, presentan unos niveles de glucosa en ayunas <100 mg/dL, en
ausencia de medicacion frente a la diabetes, y con niveles de HbA1c iguales o por
debajo del 6%. Aquellos que no cumplieron dichas consideraciones se les incluyeron
en el grupo de sujetos OM en los que no remite la DM2 tras un afio de la cirugia (OM-
NoR). Los datos bioquimicos y antropométricos de los pacientes con obesidad

morbida incluidos en el estudio se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Variables bioquimicas y antropométricas de los sujetos obesos morbidos

antes de la cirugia bariatrica, en funciéon de si remite (OM-R) o no la diabetes tipo 2

(OM-NoR) un ano después de ser operados de cirugia bariatrica.

No remite DM2| Remite DM2
Edad (afios) 51.8+55 484+88
Peso (kg) 1454 +17.7 1314+ 219
IMC (kg/m?) 553+9.3 48.0+7.8
Glucosa (mg/dl) 173.8 £ 80.8 131.5+56.6
Colesterol (mg/dl) 190.9+42.4 187.8 £ 44.1
Trigliceridos (mg/dl) 145.4 + 66.4 242.9 +209.3
HbA1c 7.85%1.29 717 £1.78
Mir-590-5p (n° copias) | 365.5+406.3 | 1189.5 + 1143.6

Los datos estan expresados como media t desviacion estandar. Diferencias

significativas entre ambos grupos de pacientes: 'p<0.05.

Expresion mir-590-5p

Al comparar las medias del numero de copias de mir-590-5p encontramos diferencias

significativas entre los grupos de respondedores (OM-R) y no respondedores (OM-

NoR) (media * desviacion estandar, tabla 1). En la tabla 2 se muestra el n°® de copias

del mir-590-5p en los dos grupos de sujetos.

Tabla 2. n° de copias del mir-590-5p en los sujetos obesos morbidos antes de la

cirugia bariatrica, en funcion de si remite (OM-R) o no la diabetes tipo 2 (OM-NoR) un

afno después de ser operados de cirugia bariatrica

No remite DM2 Remite DM2
8 80
39 94
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199 171

273 292

321 358

352 383

427 583

1303 674

782

1132

1136

1502

1740

1965

2035

3040

4250

Curvas ROC

A partir de los datos obtenidos de glucosa IMC y n° de copias de mir-590-5p, se
realizaron diferentes curvas ROC para comparar la capacidad de mir-590-5p o su
combinacion con otras variables para distinguir entre sujetos respondedores vs. no

respondedores (Tabla 3, Figura 1).
Descripcién grafica curva ROC:

El valor diagnéstico, representado como el AUC, para el n° de copias del mir-590-5p
(linea color azul) es de 0.772, y el de la combinacién de las variables IMC y glucosa

(linea color ocre) es de 0.801. Al combinar estas tres variables, n° de copias del mir-
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590-5p, IMC y glucosa (linea color verde), obtenemos un modelo de prediccién con
mayor discriminacion, ya que se alcanzan unos valores de AUC que rozan el 0.90, lo
que dentro de la interpretacion de las curvas ROC se estableceria como un test de

diagnéstico muy bueno.

Tabla 3. Area bajo la curva de la capacidad de prediccion del n° de copias del mir-590-

5p sélo y en combinacion con otras variables.

Variables Area bajo la curva
N° copias mir-590-5p 0,772
IMC — glucosa 0,801
N° copias mir-590-5p — IMC - glucosa 0,890

Estudio de la capacidad predictiva del n° de copias del mir-590-5p

Al realizar la curva ROC con los datos del n® de copias del mir-590-5p obtuvimos que
el punto de corte con mayor sensibilidad y especificidad es de 505 copias (Tabla 4).
Con ese punto de corte en el n° de copias de mir-590-5p se obtuvieron los siguientes
datos (tabla 3):

Tabla 4. Distribucion de los pacientes obesos mérbidos en funcién de si su DM2 remite
0 no al ano de ser operados de cirugia bariatrica, y del resultado de la prueba

diagnéstica del n° de copias del mir-590-5p.

Verdadero diagnostico o

Criterio de referencia del mir 590-5p

Remite DM2 No remite DM2 Total

Remite DM2 11 1 12
Resultado de la
; ; No remite
prueba diagnostica 6 7 13
DM2

Total 17 8 25
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Pacientes correctamente diagnosticados: 72.00%
Sensibilidad: 64.71 %

Especificidad: 87.50 %

Valor predictivo positivo: 91.67 %

Valor predictivo negativo: 53.85 %

Estudio de la capacidad predictiva de la combinacion IMC - glucosa

Al realizar la curva ROC con los datos combinados de los niveles de glucosay de IMC
de los pacientes obtuvimos que el punto de corte con mayor sensibilidad y
especificidad era de 0.685. Para obtener el valor en cada paciente se hizo un calculo a

partir de la siguiente ecuacion:

P=1/(1+ g~(10.37- (0141 xIMC)-(0.015ngucosa))

Con ese punto de corte (0.685) se obtuvieron los siguientes datos (tabla 5):

Tabla 5. Distribucion de los pacientes obesos mérbidos en funcién de si su DM2 remite
o0 no al ano de ser operados de cirugia bariatrica, y del resultado de la prueba que

combina los niveles de glucosa y de IMC.

Verdadero diagnostico o criterio de

referencia de la

combinacién IMC-glucosa

Remite DM2 No remite DM2 | Total
Remite DM2 12 1 13
Resultado de la
; ; No remite
prueba diagnostica 5 7 12
DM2
Total 17 8 25

Pacientes correctamente diagnosticados: 76.00 %
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Sensibilidad: 70.59 %
Especificidad: 87.50 %
Valor predictivo positivo: 92.31 %

Valor predictivo negativo: 58.33 %

Estudio de la capacidad predictiva del mir-590-5p - IMC — glucosa

Al realizar la curva ROC con los datos combinados del n° de copias del mir-590-5p, los
niveles de glucosa y de IMC de los pacientes, obtuvimos que el punto de corte con
mayor sensibilidad y especificidad era de 0.806. Para obtener el valor en cada

paciente se hizo un célculo a partir de la siguiente ecuacion:

P=1/ (1 + e—(9.25 -{0.136 x IMC) - (0.019 x glucosa) + (0.002 x n°® copias mir-590-5p)))

Con ese punto de corte (0.806) se obtuvieron los siguientes datos (tabla 5):

Tabla 6. Distribucion de los pacientes obesos morbidos en funcién de si su DM2 remite
o0 no al ano de ser operados de cirugia bariatrica, y del resultado de la prueba que

combina el n° de copias de mir-590-5p, los niveles de glucosa y de IMC.

Verdadero diagnostico o

Criterio de referencia de la

combinaciéon mir 590-IMC-

glucosa
Remite DM2 No remite DM2 | Total
Remite DM2 13 0 13
Resultado de la
; ; No remite

prueba diagnostica 4 7 11

DM2
Total 17 7 24

Pacientes correctamente diagnosticados: 84.00 %
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Sensibilidad: 76.47 %
Especificidad: 100.00 %
Valor predictivo positivo: 100.00 %

Valor predictivo negativo: 66.67%

Ejemplo 3. Conclusién

El método algoritmico que tiene mayor sensibilidad y especificidad es el que combina

mir-590-5p + glucemia + IMC de férmula:

P=1/ (1 + e—(9.25 -{0.136 x IMC) - (0.019 x glucosa) + (0.002 x n° copias mir-590-5p)))

donde P es la probabilidad pronosticada de reemision de la diabetes tipo 2 al afio de la
intervenciéon por tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes obesos mérbidos
diabéticos, el IMC es el indice de masa corporal calculado como peso/altura®, la
glucosa son los niveles de glucosa sérica en mg/dl, y n° copias mir-590-5p es el
numero de copias del mir-590-5p que se obtienen como se especifica en la presente

memoria.

El punto de corte determinado para este algoritmo es 0.806. Un valor de P>0.806
mostraria a aquellos pacientes con obesidad mérbida y diabetes mellitus tipo 2 en los
que remitiria dicha diabetes al afo de la intervencion por cirugia bariatrica, con un

valor predictivo positivo y una especificidad del 100%.
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REIVINDICACIONES

1. Uso del marcador mir-590-5p para predecir o pronosticar la respuesta a tratamiento con cirugia
bariatrica en pacientes diabéticos obesos, donde preferiblemente la respuesta es la remisién de la

diabetes tipo II.

2. Un método de obtencién de datos utiles para predecir o pronosticar la respuesta a tratamiento

con cirugia bariatrica en pacientes diabéticos obesos, que comprende:

a) cuantificar el marcador descrito en la reivindicacién 1 en una muestra biolégica aislada de un

individuo.

3. El método segun la reivindicacion anterior, que ademas comprende cuantificar la glucemia en
una muestra biolégica aislada de un individuo, y el indice de Masa Corporal (IMC) o cualquiera de

sus combinaciones.

4 .- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 2-3, donde la remisién de la diabetes tipo 2

se produce al ano de la intervencién.

5. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 2-4, donde la muestra biolégica aislada en

el paso a) es sangre.
6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 2-5, que ademas comprende:

b) aplicar el modelo de regresion logistica de formula (1):

P=1/ (1 + e—(9.25 - (0.136 x IMC) - (0.019 x glucosa) + (0.002 x n° copias mir-590-5p)))

7. Un método para predecir o pronosticar la respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en
pacientes diabéticos obesos, que comprende los pasos a) y b) segun cualquiera de las
reivindicaciones 2-6, que ademas comprende:

¢) asignar al individuo del paso a) al grupo de individuos que responden al tratamiento con cirugia
bariatrica cuando el valor de cuando el valor de P>0,7; preferiblemente cuando P>0,750; mas

preferiblemente cuando P>0,8; y aun mas preferiblemente cuando P>0,806.

8. Un kit o dispositivo que comprende al menos un oligonucleétido capaz de hibridar con la SEQ

ID NO. 1, y medios para detectar dicha hibridacién.

9.- El kit o dispositivo segun la reivindicacion anterior que comprende los reactivos basicos parala
realizacién de una PCR cuantitativa a tiempo real con una curva estandar del Spike-in sintético

UniSp6 ARN para cuantificar el marcador descrito en la reivindicacion 1.

10. El kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 8-9, que ademas comprende

cebadores y/o sondas anticuerpos capaces de cuantificar el miRNA-590-5p, y donde:
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- los cebadores o primers son secuencias de polinucledtidos de entre 10 y 30 pares de bases, mas
preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun mas preferiblemente de entre 18 y 22 pares
de bases, y aun mucho mas preferiblemente de alrededor de 20 pares de bases, que presentan
una identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de al menos un 90%, aun mas
preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%, y

particularmente de un 100%, con la secuencia complementaria a la SEQ ID NO: 1;

- las sondas son secuencias de polinucleodtidos de entre 30 y 1100 pares de bases, mas
preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas preferiblemente de entre 200 y
500 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de al
menos un 90%, aun mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas preferiblemente
de al menos un 98%, y particularmente de un 100%, con la secuencia complementaria a la SEQ
ID NO: 1.

11. Uso del marcador segun la reivindicacion 1, el método segun cualquiera de las
reivindicaciones 2-7, o el kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 8-10, para
predecir o pronosticar la respuesta a tratamiento con cirugia bariatrica en pacientes diabéticos
obesos, donde preferiblemente la respuesta es la remisién de la diabetes, y mas preferiblemente

la remision de la diabetes se produce al afio de la intervencién.

12. Uso del marcador, el método, o el kit o dispositivo segun la reivindicacion anterior, donde la
diabetes es tipo 2.

13. Uso del marcador, el método, o el kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 11-
12, donde la obesidad es mérbida.

14.- Una secuencia totalmente complementaria (complementaria al 100%) de DNA, RNA o de
cadenas de acidos nucléicos modificados, (i.e. una sonda), capaz de hibridar con la secuencia del
miRNA-590-5p.
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