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DESCRIPCION
Procedimiento para diagnosticar fibrosis hepatica

[0001] La presente invencién se refiere a procedimientos para diagnosticar la fibrosis hepatica en un sujeto
gue padece obesidad, o para seleccionar un sujeto que padece obesidad para la biopsia hepatica o para el
tratamiento. La presente invencion también se refiere a procedimientos para seleccionar un probidtico, un prebidtico,
un compuesto quimico o un compuesto biolégico adecuado para evitar y/o tratar la fibrosis hepatica.

[0002] El higado es el primer érgano extraintestinal que se encuentra con sangre venosa del intestino
delgado y grueso a través de la vena porta. En un organismo sano, solo pequefias cantidades de productos
bacterianos translocados llegan al higado. En general, el sistema inmunitario hepatico tolera estos productos
bacterianos, evitando respuestas dafinas, un fenémeno conocido como "tolerancia hepatica". A este respecto, el
higado no solo consiste en hepatocitos parenquimatosos, sino que también contiene células no parenquimatosas
que incluyen células inmunitarias y no inmunitarias. Los miembros del sistema inmunitario hepéatico son macréfagos
del tejido hepatico residentes (células de Kupffer), células asesinas naturales (NK), células NKT, células T y células
B. Estos tipos de células regulan estrictamente el sistema inmunitario del higado, incluida la tolerancia hepatica.

[0003] Varias lineas de evidencia sugieren que la translocacion bacteriana juega un papel significativo en las
enfermedades hepaticas alcohdlicas. Se ha observado que el deterioro de la funcion de las uniones intestinales
estrechas y la proliferacion bacteriana en el intestino inducida por el alcohol y/o sus metabolitos, como el
acetaldehido, mejora la translocacion bacteriana al higado. Esto, a su vez, conduce a la activacion de las células
inmunitarias, incluidas las células de Kupffer, y la liberacién de varias citoquinas y quimiocinas proinflamatorias.
Ademas, se ha observado que existe una expresion intestinal reducida de las proteinas antimicrobianas Reg3b y
Reg3g en animales y pacientes con consumo cronico de etanol, lo que sugiere que la disbiosis intestinal inducida
por etanol esta mediada por la desregulacion de la expresién de moléculas antimicrobianas.

[0004] En la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), también existe evidencia del papel de la translocacion
bacteriana en el higado. En primer lugar, se ha demostrado el papel de la flora intestinal en la obesidad. Cuando los
ratones sin gérmenes de tipo salvaje alimentados con una dieta equilibrada comercial para roedores fueron
colonizados con una microbiota recolectada de donantes ob/ob o magros, la adiposidad en los receptores de la
microbiota "obesa" aumentd mas que en los receptores de una microbiota "magra", lo que indica un papel crucial de
la microbiota en la obesidad y, por lo tanto, en la esteatosis hepatica. Sin embargo, para conocimiento de los
inventores, nunca se ha establecido una correlacion entre la translocacién bacteriana en el higado, o incluso en la
circulacion sanguinea, de un sujeto y la presencia de fibrosis hepatica en dicho sujeto.

[0005] La fibrosis hepatica es un problema de salud importante con una mortalidad mundial atribuible a
cirrosis y cancer primario de higado de alrededor de 1,5 millones de muertes por afio. La cirrosis es la Ultima etapa
de la fibrosis que ocurre principalmente en respuesta a ataques virales y téxico-metabolicos. Las causas mas
comunes de progresion de la fibrosis son la hepatitis C crénica, la hepatitis B crénica, la hepatopatia alcohdlica y la
esteatosis hepatica no alcoholica. La fibrosis hepatica es tratable, incluso en la etapa cirrética, principalmente
utilizando tratamientos antivirales para la hepatitis C y B, pero también al reducir el consumo de alcohol y mejorar el
sobrepeso, la diabetes y los factores metabdlicos para la esteatosis hepatica no alcohdlico.

[0006] Por lo tanto, es deseable el cribado de la fibrosis hepatica. La biopsia hepatica es el estandar para
diagnosticar la fibrosis hepatica y para diagnosticar el trastorno hepético subyacente que causa fibrosis. Sin
embargo, la biopsia hepética es invasiva, dando como resultado un riesgo del 10 al 20 % de complicaciones
menores (por ejemplo, dolor posterior al procedimiento) y un riesgo del 0,5 al 1 % de complicaciones graves (por
ejemplo, hemorragia importante). Ademas, la biopsia hepatica esta limitada por el error de muestreo y el acuerdo
imperfecto entre observadores en la interpretacion de los hallazgos histologicos. Por lo tanto, la biopsia hepatica no
siempre se puede hacer y se necesitan procedimientos alternativos no invasivos para diagnosticar la fibrosis
hepética.

[0007] La presente invencion surge en primer lugar del hallazgo inesperado de los inventores de que la
concentracién en sangre del ADNr 16S bacteriano se correlaciona especificamente con la presencia de fibrosis
hepatica en pacientes que padecen obesidad, mientras que no esta correlacionada con otro tipo de enfermedades
de higado graso, como por ejemplo la esteatosis hepatica. La concentracion en sangre del ADNr 16S bacteriano
puede, por lo tanto, ser Util en el diagnostico de la fibrosis hepética en pacientes que padecen obesidad.
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[0008] La presente invencion se refiere asi a un procedimiento, en particular un procedimiento in vitro, para
diagnosticar la fibrosis hepatica en un sujeto que padece obesidad, y que comprende dicho procedimiento los pasos
de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacién de la cantidad de ADNr 16S bacteriano a la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) segun en el resultado de la medicién en el paso al), diagnosticar fibrosis hepatica en el sujeto que padece
obesidad.

[0009] La presente invencién también se refiere a un procedimiento, en particular un procedimiento in vitro,
para seleccionar un sujeto que padece obesidad para biopsia hepatica, comprendiendo dicho procedimiento los
pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacién de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) segun el resultado de la medicion en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para que se someta
a una biopsia hepatica.

[0010] De acuerdo con otro aspecto, la invencion se refiere a un procedimiento in vitro para seleccionar un
sujeto que padece obesidad para un régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, y
que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) segun el resultado de la medicion en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para someterse a un
régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones.

[0011] Otro aspecto de la presente descripcion es un procedimiento para tratar un sujeto obeso que padece
fibrosis hepatica, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biolégica del sujeto;

b) segun el resultado de la medicién en el paso al), diagnosticar la fibrosis hepatica en el sujeto que padece
obesidad; y

c) administrar al sujeto un tratamiento dirigido a la fibrosis hepética, si se ha diagnosticado fibrosis hepatica en la
etapa b).

[0012] La descripcion se refiere ademas a un procedimiento para tratar a un sujeto que padece obesidad y a
partir de fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biolégica del sujeto;

b) segun el resultado de la medicién en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para someterse a un
tratamiento farmacolégico dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones; y

¢) administrar al sujeto seleccionado en la etapa b) un tratamiento farmacoldgico dirigido a la fibrosis hepatica y/o
sus complicaciones.

[0013] La invencion también se refiere a un procedimiento in vitro para monitorizar la capacidad de respuesta
de un paciente que padece obesidad y de fibrosis hepatica y/o sus complicaciones a un tratamiento farmacolégico
dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
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cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) en funcién del resultado de la medicion en el paso al), controlar la capacidad de respuesta del paciente a dicho
tratamiento farmacoldgico.

[0014] La concentracion en sangre del ADNr 16S bacteriano refleja la causa de la enfermedad méas que su
consecuencia, y por lo tanto puede ser Util como un biomarcador acompafiante para estrategias terapéuticas
dirigidas a la microbiota intestinal, tales como pre y probiéticos.

[0015] De acuerdo con esto, la presente invencion finalmente se refiere a un procedimiento para explorar un
probiético, un prebidtico, un compuesto quimico o un compuesto biolégico adecuado para prevenir y/o tratar la
fibrosis hepatica, que comprende las etapas de:

- medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relaciéon de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biolégica de un sujeto obeso que padece fibrosis hepatica que ha sido
tratado con el candidato probidtico, prebidtico, compuesto quimico o compuesto bioldgico; y

- comparar dicha concentracion, o dicha relacién, con la de un sujeto obeso de control que padece fibrosis hepatica
que no ha sido tratado con dicho candidato probidtico, prebiético, compuesto quimico o compuesto biolégico;

donde una concentracién mas alta, o una relacién mas alta, medida en la muestra bioldgica del sujeto de control que
en la muestra biolégica del sujeto tratado con el probiético, prebiético, compuesto quimico o compuesto biolégico
candidato, indica que dicho candidato probiético, prebidtico, quimico compuesto o compuesto biolégico es adecuado
para evitar y/o tratar la fibrosis hepatica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Fibrosis

[0016] Como se usa en el presente documento, los términos “fibrosis", "fibrosis del higado" o "fibrosis
hepatica" se refieren a un estado médico en el que se acumula un exceso de tejido conectivo en el higado; este
tejido representa cicatrizacion en respuesta a una lesion crénica y repetida de las células hepaticas. Cominmente, la
fibrosis progresa, alterando la arquitectura hepatica y finalmente la funcion, ya que los hepatocitos en regeneracion
intentan reemplazar y reparar el tejido dafiado.

Sujeto

[0017] En el contexto de la presente invencion, un "sujeto”" denota un mamifero humano o no humano, tal
como un roedor (rata, ratén, conejo), un primate (chimpancé), un felino (gato), o un canino (perro). Preferiblemente,
el sujeto es humano. El sujeto de acuerdo con la invencién puede ser en particular un hombre o una mujer.

[0018] De acuerdo con la presente invencion, el sujeto padece obesidad.

[0019] Como se usa en el presente documento, el término "obesidad", "obesidad general" u "obesidad en
general" se refiere a una condicion médica en la que el exceso de grasa corporal se ha acumulado en la medida en
que puede tener un efecto adverso para la salud, que reduce la esperanza de vida y/o aumenta los problemas de
salud. La obesidad general se determina tipicamente mediante la evaluacién del indice de masa corporal (IMC), una
medida que asocia el peso y la altura. En particular, las personas se definen como sobrepeso si su IMC esta entre
25 kg/m? y 30 kg/m?, y las personas obesas cuando es mayor de 30 kg/m?2.

[0020] En el contexto de la invencion, el sujeto tiene preferiblemente un indice de masa corporal (IMC) mayor
de 30 kg/m?, mas preferiblemente de 37,5 kg/m?, o incluso mas preferiblemente mayor de 40 kg/m?2.

[0021] En el contexto de la invencién, el término "obesidad abdominal”, "obesidad central" o "grasa del
vientre" se refiere a la obesidad en la que existe una acumulacién especifica de grasa abdominal que da como
resultado un aumento en el tamafio de la cintura. Tipicamente, en la obesidad abdominal, la grasa visceral, también
conocida como grasa de drganos o grasa intraabdominal, se encuentra dentro de la cavidad peritoneal,
empaquetada entre los 6rganos internos y el torso, mientras que, en la obesidad general, la grasa subcutanea se
encuentra debajo de la piel y la grasa intramuscular se encuentra intercalada en el masculo esquelético.
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[0022] La obesidad abdominal se determina tipicamente solo mirando el cuerpo desnudo, o mas
especificamente tomando medidas de cintura y cadera. La circunferencia abdominal absoluta (> 102 centimetros (40
pulgadas) en hombres y > 88 centimetros (35 pulgadas) en mujeres) y la relacién cintura-cadera (> 0,9 para
hombres y > 0,85 para mujeres) se usan como medidas de obesidad abdominal. Preferiblemente, la expresion
"adiposidad abdominal" de acuerdo con la invencién se refiere a una circunferencia de cintura de mas de 102 cm en
hombres o de mas de 88 cm en mujeres.

[0023] Preferiblemente, el sujeto de acuerdo con la invencion sufre de esteatosis hepatica no alcohdlica
(enfermedad NAFL) en el momento del muestreo. Mas preferiblemente, el sujeto segln la invencién sufre de
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) en el momento del muestreo.

[0024] "Esteatosis hepatica no alcohdlica" o "enfermedad NAFL" es un término usado en el presente
documento para describir la acumulacion de grasa en el higado de personas que beben poco o nada de alcohol. En
muchos casos, la enfermedad NAFL esta relacionada con la obesidad. La enfermedad NAFL es comun y, para la
mayoria de las personas, no causa signos y sintomas ni complicaciones. Pero en algunas personas con enfermedad
NAFL, la grasa que se acumula puede causar inflamacion y cicatrizacién en el higado. Esta forma mas grave de la
enfermedad NAFL se llama esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

[0025] En el contexto de la invencion, la expresion "esteatohepatitis no alcohdlica" o "NASH" se refiere a una
enfermedad caracterizada por acumulacion de grasa (esteatosis) e inflamacién. La esteatosis es el resultado de la
acumulacion de triglicéridos hepaticos. NASH puede causar dafio en el higado que resultan en fibrosis.

[0026] En una realizacion particular, el sujeto tiene un indice de masa corporal (IMC) superior a 37,5 kg/m? y
padece al menos dos morbilidades metabdlicas seleccionadas del grupo que consiste en diabetes tipo 2,
hipertensién y dislipidemia.

[0027] Como se usa en el presente documento, "diabetes" o "diabetes mellitus" denota un trastorno
metabdlico en el que el pancreas produce cantidades insuficientes de insulina, o en el que las células del cuerpo no
responden apropiadamente a la insulina impidiendo asi que las células absorban glucosa. Como resultado, la
glucosa se acumula en la sangre. Este nivel alto de glucosa en sangre produce los sintomas clasicos de poliuria
(miccion frecuente), polidipsia (aumento de la sed) y polifagia (aumento del hambre). El término "diabetes" incluye
diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes gestacional (durante el embarazo) y otros estados que causan
hiperglucemia.

[0028] La diabetes tipo 2, también conocida como diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM) y
diabetes de inicio en adultos, se asocia con resistencia predominante a la insulina y, por lo tanto, deficiencia relativa
de insulina y/o un defecto secretor predominante de insulina (o insulinopenia) con resistencia a la insulina. Mas
especificamente, la diabetes tipo 2 puede asociarse ya sea con (i) una resistencia predominante a la insulina con
una insulinopenia moderada o con (ii) una resistencia moderada a la insulina con una insulinopenia predominante.

[0029] Como se usa en el presente documento, el término "hipertensién" también denominado "hipertension
arterial", "HTN" o "HPN", denota una afeccién médica en la que la presién sanguinea esta crénicamente elevada. En
el contexto de la invencion, la hipertensién se define preferiblemente por presion sanguinea sistélica/diastdlica de al
menos 140/90 mmHg o tomando medicacion antihipertensiva.

[0030] Como se usa en el presente documento, el término "dislipidemia” indica una elevacion de colesterol en
plasma, triglicéridos o ambos, o un nivel bajo de lipoproteinas de alta densidad que puede contribuir al desarrollo de
aterosclerosis.

[0031] En una realizacion particular, el sujeto esta libre de enfermedad sistémica conocida tal como artritis
reumatoide, hipertension o lupus eritematoso sistémico, enfermedad crénica grave tal como enfermedad
cardiovascular o cancer, y/o ingesta de etanol superior a 20 gramos por dia.

[0032] En otra realizacion particular, el sujeto de acuerdo con la invencién no mostré sintoma(s) de infeccién
durante el mes que precede al muestreo. De acuerdo con esto, el sujeto de acuerdo con la invencion muestra
preferiblemente una concentracion de proteina reactiva C de referencia en plasma inferior a 10 mg/l y/o no presenta
una leucocituria abundante y/o no toma terapia antiviral.
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[0033] Como se usa en el presente documento, el término "proteina C reactiva" o "CRP" se refiere a una
proteina que es un miembro de la clase de reactivos de fase aguda, ya que sus niveles aumentan dramaticamente
durante procesos inflamatorios que ocurren en el cuerpo. Como es conocido por el experto en la técnica, la CRP es
tipicamente una proteina de 224 residuos con una masa molar de monémero de 25 kDa, codificada por el gen CRP.

[0034] Como se usa en este documento, el término "leucocituria” se refiere a la presencia de leucocitos en la
orina del sujeto. En particular, una leucocituria abundante corresponde tipicamente a la presencia de mas de 10
leucocitos/mm? en la orina.

ADNr bacteriano 16S

[0035] En el contexto de la invencion, las expresiones "ADNr 16S" y "ADN ribosémico 16S" se usan
indistintamente y se refieren al gen que codifica el ARN ribosémico 16S constituido por aproximadamente 1500
nucleétidos, que es el componente principal de la subunidad ribosémica procariota pequefia (30S). El ADNr 16S esta
altamente conservado entre las bacterias. La secuencia del gen de ADNr 16S de Escherichia coli de referencia
corresponde a SEQ ID NO: 1 (llamada rrs). En el contexto de la invencion, el ADNr 16S se refiere a cualquier
secuencia correspondiente a la SEQ ID NO: 1 en otras cepas bacterianas.

Muestra biolégica

[0036] Como se usa en el presente documento, el término "muestra biolégica" significa una sustancia de
origen biolégico. Los ejemplos de muestras biologicas incluyen sangre y componentes de esta tales como suero,
plasma, plaguetas, capa leucocitaria (leucocitos), eritrocitos, orina, saliva, agua fecal y tejidos tales como tejidos
adiposos, tejidos hepaticos, tejidos pancreaticos y similares. Preferiblemente, una muestra biolégica de acuerdo con
la presente invencion es una muestra de sangre, suero, plasma, leucocito, orina, tejido adiposo o tejido hepatico.
Mas preferiblemente, la muestra bioldgica se selecciona del grupo que consiste en sangre, capa leucocitica, suero y
muestra de plasma. La muestra biolégica de acuerdo con la invencion se puede obtener del sujeto por cualquier
medio de muestreo adecuado conocido por la persona experta.

Procedimiento in vitro para el diagnéstico de la fibrosis hepatica

[0037] La presente invencion se refiere a un procedimiento in vitro para diagnosticar la fibrosis hepatica en un
sujeto que padece obesidad, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biol6gica del sujeto; y

b) segln el resultado de la medicién en el paso al), diagnosticar fibrosis hepatica en el sujeto que padece obesidad.

[0038] La biopsia hepatica es el estandar para diagnosticar la fibrosis hepatica y para diagnosticar el
trastorno hepatico subyacente que causa fibrosis. Sin embargo, la biopsia hepatica es invasiva. Por lo tanto, la
biopsia hepatica no debe realizarse sistematicamente, sino mas bien para confirmar la presencia de fibrosis hepatica
en un sujeto.

[0039] Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a un procedimiento in vitro para seleccionar un
sujeto que padece obesidad para biopsia hepatica, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) segun el resultado de la mediciéon en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para que se someta
a una biopsia hepatica.

[0040] Preferiblemente, la concentracién de ADNr de 16S bacteriano, o la relacién de la cantidad de ADNr de
16S bacteriano con la cantidad de ADN total ("indice de ADNr 16S / ADN total"), se mide mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), mas preferiblemente mediante PCR cuantitativa (QPCR), mas preferiblemente
mediante PCR en tiempo real o en tiempo real cuantitativa (RT-PCR o RT-gPCR).

[0041] Como se usa en este documento, "PCR en tiempo real", "PCR cuantitativa en tiempo real", "reaccion
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en cadena de la polimerasa en tiempo real" o "reaccién en cadena de la polimerasa cinética" se refiere a una técnica
de laboratorio basada en la reaccidon en cadena de la polimerasa, que es utilizada para amplificar y cuantificar
simultdaneamente una molécula de ADN dirigida. Permite tanto la deteccién como la cuantificacién (como ndmero
absoluto de copias o cantidad relativa cuando se normaliza la entrada de ADN o genes de normalizacion
adicionales) de una secuencia especifica en una muestra. Dos procedimientos comunes de cuantificacién son el uso
de tintes fluorescentes que se intercalan con el ADN de doble cadena, y las sondas de oligonucledtidos de ADN
modificadas que emiten fluorescencia cuando se hibridan con un ADN complementario.

[0042] En el contexto de la invencion, la PCR en tiempo real se realiza preferiblemente usando los cebadores
universales directo e inverso eubac-F (5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3' SEQ ID NO: 2) y eubac-R (5-
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3' SEQ ID NO: 3). Tipicamente, la amplificacion se realiza usando 2 ul de
ADN en un volumen de reaccién total de 12,5 pl, usando por ejemplo las tecnologias Sybr Green RT-qPCR,
tipicamente con el siguiente ciclo: mantener la etapa de 10 minutos a 95 °C, luego 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C,
1 minuto a 63 °C y 1 minuto a 72 °C. Tipicamente, la especificidad de la reaccién de qPCR se evalla mediante
andlisis de una curva de fusién posterior a la PCR, por ejemplo, entre 60 °C y 95 °C.

[0043] Especificamente, los inventores demostraron que la concentracion de ADNr 16S bacteriano (por
ejemplo, el nimero de copias por ml de sangre), o la relacion ADNr 16S / ADN total (por ejemplo, el nUmero de
copias por pug de ADN total), es significativamente mas alta en muestras bioldgicas de sujetos con fibrosis hepatica.

[0044] La concentracion de ADNr 16S se mide preferiblemente mediante PCR en tiempo real,
preferiblemente usando los cebadores universales directo e inverso eubac-F (5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3'
SEQ ID NO: 2) y eubac-R (5-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3' SEQ ID NO: 3). Tipicamente, la
amplificacion se realiza usando 2 pl de ADN en un volumen de reaccion total de 12,5 pl, usando por ejemplo las
tecnologias Sybr Green RT-gPCR, tipicamente con el siguiente ciclo: mantener la etapa de 10 minutos a 95 °C,
luego 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 1 minuto a 63 °C y 1 minuto a 72 °C. Tipicamente, la especificidad de la
reaccion de gPCR se evalUa mediante analisis de una curva de fusion posterior a la PCR, por ejemplo, entre 60 °C y
95 °C.

[0045] En una realizacién particular, el procedimiento de diagnéstico de fibrosis hepatica en un sujeto obeso
como se definié anteriormente comprende adicionalmente una etapa a2) de comparacion de la concentracion de
ADNr 16S bacteriano medida, o la relacion ADNr 16S / ADN total, con un valor umbral.

[0046] Preferiblemente, cuando se mide la concentracion de ADNr 16S bacteriano en la etapa a2), el valor
umbral corresponde a una concentracion normal de ADNr de 16S bacteriano. También preferiblemente, cuando se
mide la relacion ADNr 16S / ADN total en la etapa a2), el valor umbral corresponde a una relacion normal de ADNr
16S / ADN total.

[0047] Como se pretende en la presente memoria, una "concentracion normal" de ADNr 16S bacteriano,
respectivamente una "relacion normal" de ADNr 16S / ADN total, significa que la concentracion de ADNr 16S,
respectivamente la relacion ADNr 16S / ADN total, en la muestra biologica esta dentro de los valores de corte de la
norma para ese gen. La norma depende del tipo de muestra biolégica y del procedimiento utilizado para medir la
concentracion de ADNr 16S, respectivamente, la relacion ADNr 16S / ADN total, en la muestra biolégica. En
particular, el valor umbral puede ser la concentracion de ADNr 16S bacteriano, respectivamente la relacion ADNr
16S / ADN total, que da un valor predictivo negativo y un valor predictivo positivo superior al 80 %, preferiblemente
superior al 85 %, mas preferiblemente superior a 90 %, incluso mas preferiblemente superior a 95 % en la poblacién
objetivo.

[0048] Como se usa en el presente documento, el término "poblacion diana" se refiere a una poblacion
constituida por sujetos que comparten ciertos parametros biolégicos tales como, por ejemplo, género, grupo de edad
0 ciertos parametros ambientales como, por ejemplo, regién geografica.

[0049] Preferiblemente, en los procedimientos de acuerdo con la invencién, el valor umbral de las copias de
ADNr 16S / ul de recubrimiento leucocitico esta entre 460 y 760, aun preferiblemente entre 550 y 720, lo mas
preferiblemente de 675, siendo dicho valor umbral preferiblemente utilizado cuando la concentracién de ADNr 16S
bacteriano se mide mediante PCR en tiempo real, preferiblemente utilizando los cebadores universales directo e
inverso eubac-F (5-TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3, SEQ ID NO: 2) y eubac-R (5-
GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT- 3', SEQ ID NO: 3). Tipicamente, la amplificacion se realiza usando 2 pl de
ADN en un volumen de reaccion total de 12,5 pl, usando por ejemplo las tecnologias Sybr Green RT-qPCR,
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tipicamente con el siguiente ciclo: mantener la etapa de 10 minutos a 95 °C, luego 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C,
1 minuto a 63 °C y 1 minuto a 72 °C. Tipicamente, la especificidad de la reaccién de gPCR se evalla mediante
analisis de una curva de fusién posterior a la PCR, por ejemplo, entre 60 °C y 95 °C.

[0050] Preferiblemente, en los procedimientos de la invencién, se determina ademas si la concentracién
medida de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de ADNr de 16S medido / ADN total, se incrementa o disminuye en
comparacioén con el valor umbral de acuerdo con la invenciéon. Todavia mas preferiblemente, en los procedimientos
de la invencion, se determina adicionalmente el nivel de aumento o disminuciéon de la concentracion medida de
ADNr 16S bacteriano, o de la relacion de ADNr 16S medido / ADN total, en comparacion con el valor umbral de
acuerdo con la invencion.

[0051] Como se usa en el presente documento, la expresion "nivel de aumento” significa el porcentaje de
aumento de la concentracion medida de ADNr de 16S bacteriano, o de la relacion ADNr 16S medido / ADN total, en
comparacioén con el valor umbral de acuerdo con la invencién o el nimero de veces de aumento de la concentracién
medida de ADNr 16S bacteriano, o de la relacién ADNr 16S medido / ADN total, en comparacién con el valor umbral
de acuerdo con la invencion.

[0052] Preferiblemente, cuando la concentracion o relacion medida aumenta en comparaciéon con el valor
umbral, su valor es significativamente mayor que el valor umbral.

[0053] También preferiblemente, cuando la concentracion o relacion medida disminuye en comparacién con
el valor umbral, su valor es significativamente menor que el valor umbral.

[0054] Los inventores demostraron especificamente que el aumento de la concentracion de ADNr 16S (por
ejemplo, el nimero de copias por ml de capa leucocitaria) en la muestra biolégica de un sujeto en comparacion con
el valor umbral permitia diagnosticar una fibrosis hepética con una significacion muy alta, tipicamente con una
sensibilidad del 91 % y una especificidad del 73 % o un valor predictivo positivo del 88 % y un valor predictivo
negativo del 86 %.

[0055] De acuerdo con esto, en los procedimientos para diagnosticar la fibrosis hepatica de acuerdo con la
invencion, una concentracién o una relacion medida en la etapa al) que es mayor que el valor umbral es
preferiblemente indicativa de la presencia de fibrosis hepatica en el sujeto.

[0056] También en los procedimientos para diagnosticar la fibrosis hepatica de acuerdo con la invencién, una
concentracion o una relacién medida en la etapa al) que es menor que el valor umbral es preferiblemente indicativa
de una ausencia de fibrosis hepatica en el sujeto.

[0057] Preferiblemente, en los procedimientos para seleccionar un sujeto que padece obesidad para biopsia
hepatica de acuerdo con la invencion, el sujeto se selecciona para someterse a biopsia hepatica si la concentracion
o relaciéon medida en el paso al) es mayor que el valor umbral.

[0058] De acuerdo con otro aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento in vitro para seleccionar un
sujeto que padece obesidad para un régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones,
comprendiendo dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) segun el resultado de la medicién en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para someterse a un
régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones.

[0059] Un "régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones" puede ser, por
ejemplo, un aumento de la vigilancia del cancer de higado, un aumento de la vigilancia de las varices esofagicas o el
tratamiento con farmacos.

[0060] Como se usa en este documento, "tratamiento farmacoldgico" o "tratamiento farmacologico dirigido a
la fibrosis hepéatica y/o sus complicaciones" pueden referirse, por ejemplo, al tratamiento con un inhibidor de lipasa
pancreatica, un agonista de PPARgamma, un analogo de leptina, un probiético o un prebiético.
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[0061] En una realizacion particular, el procedimiento de diagnoéstico de fibrosis hepatica en un sujeto obeso
como se definié anteriormente, o el procedimiento para seleccionar un sujeto que padece obesidad para un régimen
de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones como se definié anteriormente, comprende
adicionalmente el paso c) de someter al sujeto a un régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus
complicaciones, si se ha diagnosticado fibrosis hepéatica en el paso b).

Procedimientos de monitorizacion

[0062] Los inventores demostraron que la concentracion del ADNr 16S bacteriano, o la relacion ADNr 16S
bacteriano / ADN total, en la muestra biolégica de un sujeto que padece fibrosis puede ser Util en el diagndstico de la
fibrosis hepatica. Los sujetos que han sido diagnosticados con fibrosis hepatica pueden beneficiarse adicionalmente
de una monitorizacion adecuada de la fibrosis hepatica o sus complicaciones.

[0063] De acuerdo con esto, otro aspecto de la presente invencion es un procedimiento para controlar a un
sujeto obeso que padece fibrosis hepatica y/o complicaciones de esta, y que comprende dicho procedimiento los
pasos de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto como se define en la seccion anterior "Procedimiento in
vitro para diagnosticar la fibrosis hepatica";

b) segun el resultado de la medicién en el paso al), diagnosticar la fibrosis hepatica en el sujeto que padece
obesidad tal como se define en la seccion anterior "Procedimiento in vitro para diagnosticar la fibrosis hepatica"; y

¢) monitorizar al sujeto para detectar complicaciones de la fibrosis hepatica, si se ha diagnosticado fibrosis hepatica
en el paso b).

[0064] En el contexto de la invencidn, la expresion "monitorizar a un sujeto por complicaciones de la fibrosis
hepéatica" significa someter a dicho sujeto a atencidn clinica que incluyen, por ejemplo, ultrasonidos para la deteccién
de cancer de higado, o fibroscopia gastrica para la deteccion de varices en el es6fago. Tal cuidado clinico es bien
conocido por la persona experta.

Procedimientos de tratamiento

[0065] De acuerdo con otro aspecto, la descripcion se refiere a un procedimiento para tratar a un sujeto que
padece obesidad y fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto;

b) segun el resultado de la medicién en el paso al), diagnosticar la fibrosis hepatica en el sujeto que padece
obesidad; y

¢) someter el sujeto seleccionado en el paso b) a un régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus
complicaciones.

[0066] La descripcion se refiere ademas a un procedimiento para tratar a un sujeto que padece obesidad y
fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacién de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biolégica del sujeto;

b) basandose en el resultado de la mediciéon en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para
someterse a un tratamiento farmacoldgico dirigido a la fibrosis hepéatica y/o sus complicaciones; y

c) administrar al sujeto seleccionado en la etapa b) un tratamiento farmacologico dirigido a la fibrosis hepatica y/o
sus complicaciones.

[0067] En particular, el tratamiento farmacolédgico dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones es
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como se define en la seccion "procedimiento in vitro para el diagnostico de la fibrosis hepatica".

[0068] La invencion también se refiere al procedimiento in vitro para monitorizar la capacidad de respuesta de
un paciente que padece obesidad y de la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones a un tratamiento farmacoldgico
dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, y que comprende dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto; y

b) en funcién del resultado de la medicion en el paso al), monitorizar la capacidad de respuesta del paciente a dicho
tratamiento farmacoldgico.

[0069] La expresién "monitorizar la capacidad de respuesta de un paciente a un tratamiento farmacoldgico
dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones" puede significar, por ejemplo, adaptar el tratamiento
farmacolégico. Preferiblemente, "monitorizar la capacidad de respuesta de un paciente a un tratamiento
farmacolégico dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones" significa cambiar el farmaco utilizado para tratar
al paciente, o aumentar o reducir la dosis, la frecuencia de administracion o cambiar la via de administracion del
tratamiento farmacoldgico.

Procedimientos de seleccién

[0070] La presente invencion también se refiere a un procedimiento para seleccionar un probidtico, un
prebidtico, un compuesto quimico o un compuesto biolégico adecuado para prevenir y/o tratar la fibrosis hepatica,
gque comprende las etapas de:

- medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relaciéon de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biolégica de un sujeto obeso que padece fibrosis hepética que ha sido
tratado con el probidtico, prebidtico, compuesto quimico o compuesto bioldgico candidato; y

- comparar dicha concentracion, o dicha relacién, con la de un sujeto obeso de control que padece fibrosis hepatica
gue no ha sido tratado con dicho probiético, prebiético, compuesto quimico o compuesto biolégico candidato;

donde una concentraciéon mas alta, o una relacién mas alta, medida en la muestra bioldgica del sujeto de control que
en la muestra biolégica del sujeto tratado con el probi6tico, prebiético, compuesto quimico o compuesto biolégico
candidato, indica que dicho probiético, prebidtico, compuesto quimico o compuesto biolégico candidato es adecuado
para evitar y/o tratar la fibrosis hepatica.

[0071] Como se usa en el presente documento, el término "probiéticos" indica suplementos dietéticos y
microorganismos vivos que contienen bacterias o levaduras potencialmente beneficiosas. De acuerdo con la
definicion adoptada actualmente por la FAO/OMS, los probiéticos corresponden a microorganismos vivos que,
cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped. Los ejemplos de
probidticos de acuerdo con la invencion incluyen cepas bacterianas de los géneros bifidobacterium, lactobacillus,
bacteroides o de la clase fusobacteria.

[0072] Como se usa en este documento, el término "prebidticos" describe un ingrediente alimentario no
digerible que afecta beneficiosamente al huésped estimulando selectivamente como sustrato el crecimiento y/o la
actividad de uno o un nimero limitado de bacterias en el intestino, en particular en el colon, y por lo tanto mejora la
salud del huésped.

[0073] En el contexto de la invencién, los "prebidticos” incluyen prebidticos aislados o purificados, asi como
prebidticos naturales presentes en los suplementos dietéticos.

[0074] En el contexto de la invencion, los "probidticos" abarcan probiéticos aislados o purificados, asi como
probiéticos naturales presentes en suplementos dietéticos.
[0075] Como se usa en este documento, el término "compuesto quimico o biolégico" abarca compuestos

guimicamente sintetizados y compuestos de origen biolégico que tienen un efecto sobre el crecimiento, el
metabolismo, la supervivencia de bacterias y/o su paso a través de la barrera intestinal. En particular, los
compuestos quimicos o biolégicos de acuerdo con la invencion incluyen moléculas que modifican la flora bacteriana
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del tracto digestivo y/o que modifican la migraciéon de bacterias a través del tracto digestivo y/o que modifican la
permeabilidad de la barrera epitelial intestinal. Los ejemplos de compuestos quimicos o biolégicos de la invencion
incluyen bactericidas, antibidticos, asi como compuestos que actlan sobre uniones estrechas intercelulares
epiteliales, microvellosidades, recubrimiento celular y/o células epiteliales intestinales.

[0076] El sujeto de control que no se ha tratado puede ser un sujeto no relacionado con el sujeto que recibe

el compuesto prebidtico, probidtico o quimico o biolégico candidato, o el mismo sujeto antes del tratamiento con el
compuesto prebiodtico, probiotico o quimico o biolégico candidato.

[0077] La invencion se ilustrara adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
BREVE DESCRIPCION DE LAS SECUENCIAS

[0078]

La SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia del gen ADNr 16S de Escherichia coli de referencia.
La SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia del cebador directo de ADNr universal eubac-F.

La SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia del cebador inverso de ADNr universal eubac-R.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0079]

La Figura 1 muestra la distribucion del nivel de ADN bacteriano 16S en la sangre de 37 pacientes, medida mediante
un ensayo qPCR de ADNr 16S.

La Figura 2 muestra la concentracion de ADNr 16S bacteriano en sangre en pacientes con fibrosis o sin ella, medida
mediante un ensayo de gPCR de ADNr 16S.

La Figura 3 muestra la concentracion de ADNr 16S bacteriano en sangre en pacientes sin fibrosis o con fibrosis en
diversas etapas, tal como se mide mediante un ensayo qPCR de ADNTr 16S.

La Figura 4 muestra la curva ROC para el diagnéstico de fibrosis hepatica.

EJEMPLO 1

Materiales y procedimientos

Poblacién

[0080] Se llevé a cabo un estudio transversal en la cohorte de Florinash (http://www.florinash.org/). Los
pacientes incluidos tenian obesidad severa (IMC>40 o IMC>37,5 mas dos comorbilidades metabdlicas como
diabetes tipo 2, hipertension y dislipidemia, segin ATPIII) y se habian orientado a la cirugia de derivacién gastrica,
una vez que las intervenciones de estilo de vida apropiadas habian fracasado, para reducir el peso corporal y reducir
el riesgo cardiovascular. Los criterios de exclusién fueron enfermedad sistémica, infeccion en el mes anterior,
enfermedad cronica grave, >20 g de ingesta de etanol por dia. Se analizaron todos los pacientes para los que se

dispuso de muestras de fracciones de recubrimiento leucocitario.

Determinacion de la concentracion del gen de ADNr 16S en sangre

[0081] Se extrajo ADN total de 100 pul de fraccién de recubrimiento leucocitario usando un kit de tecnologia de
membrana de silice. La concentraciéon total de ADN se determiné usando el espectrometro UV Nanodrop 2000
(Thermo Scientific). El contenido de ADN bacteriano (ADNr 16S) se cuantific6 mediante PCR cuantitativa en tiempo
real (sistema de PCR en tiempo real ViiA™ 7, Life Technology) usando placas de pocillos de grado 6ptico 384. La
reaccion de gPCR se realiz6 usando los cebadores directos e inversos de ADNr universales eubac-F (5'-
TCCTACGGGAGGCAGCAGT-3', SEQ ID N°: 2) y eubac-R (5-GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT-3', SEQ ID
N°: 3). La etapa de amplificacion fue seguida por una etapa de curva de fusién para determinar la especificidad del
producto de amplificacion obtenido. La cantidad de ADN amplificado (ADNr 16S) se expresé como datos brutos de 2-
t 0 normalizados con una escala estandar basada en plasmido de ADNr 16S de E. Coli. El coeficiente de variacién
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(repetibilidad) del procedimiento (0,24 %) se determind usando 30 mediciones repetidas.

Andlisis estadistico

[0082] Se muestran las caracteristicas de los participantes que si 0 no tenian fibrosis y las pruebas no
paramétricas de Mann-Whitney y las pruebas exactas de Fisher se realizaron en variables cuantitativas y
categdricas, respectivamente. Ademas, se presenta la curva ROC para el diagnostico de la fibrosis hepatica.

Resultados

[0083] Se realizé un ensayo de qPCR de ADNr 16S bacteriano con muestras de sangre de los 37 pacientes.
Este ensayo reveld, como se muestra en la distribucion de la Figura 1, que dos poblaciones diferentes coexisten en
la cohorte: una con un nivel bajo y una con un nivel alto de ADN bacteriano 16S en la sangre que se correlaciona
con el estado de fibrosis hepatica. El analisis de la correlacion entre el estado de fibrosis de los pacientes y la
concentracién de ADNr 16S bacteriano en sangre mostré un aumento muy significativo del ADNr 16S bacteriano en
sangre con fibrosis (Figura 2), que se correlaciona notablemente con el estadio de la enfermedad (Figura 3). Este
resultado demuestra que la fibrosis hepatica esta asociada en la cohorte a un cambio claro en la cantidad de ADN
16S bacteriano en la sangre que se correlaciona con la gravedad de la enfermedad.

[0084] Como se muestra en la Figura 4, el area bajo la curva ROC para el diagnostico de fibrosis hepatica es
0,87.
[0085] Las caracteristicas de la poblacion se presentan en la Tabla 1. La concentracion de ADNr 16S

(copias/pl) fue significativamente mayor en pacientes con fibrosis hepética (Tabla 1). La distribucién de la
concentracion de ADNr 16S se desplaz6 hacia valores mas altos en pacientes con fibrosis hepatica. En un umbral
de 675 copias de ANDr 16S / ml de capa leucocitica, el valor predictivo negativo es del 86 %, el valor predictivo
positivo es del 88 %, la sensibilidad del examen es del 55 % y la especificidad es del 96 %. En un umbral de 281
copias de ADNr 16S / ml de capa leucocitica, el valor predictivo negativo es del 95 %, el valor predictivo positivo es
del 56 %, la sensibilidad de la prueba es del 91 % vy la especificidad es del 73 %.

[0086] En conclusion, los resultados demuestran que la determinacién de la concentracion del gen de ADNr
16S en sangre permite diagnosticar o descartar la fibrosis hepatica en pacientes obesos.
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Tabla 1: Caracteristicas de la poblacién estudiada

Controles Casos

(sin fibrosis (fibrosis) Casos frente
a controles
oy 0 & 4
—— o (Fisher)
Hombres 1,00
Mujeres 21 9 1,00
Situacion en cuanto al tabaco*
Nunca hanfumado . | 1z 48,0 6 o4,5 1,00
Era fumador/a f 28,0 3 27.3 '
Fumaactualmente | 6 24,0 2 18,2
Hipertension tratada 11 42,3 6 54,5 0,72
Diabetestratada | 6 23,1 5 45,5 0,24
Dislipidemia tratada 6 23,1 2 18,2 1,00
Media DE |Media DE | P(Mann-

Variables cuantltatlvas

Whitney)

Edad (afios) . 1480 8,9 48,1 93 0.56
indice de masa corporal (kgim?) | 44,7 6,7 41,9 6,5 0,17
Colesterol total (mg/dl) 11935 34,2 188,5 28,1 0,66
Colesterol HDL (mgldl) 47,5 10,5 442 5,5 0,27
,GPT wn . 253 19,29 2436 6454 0,17
GGT(UM) 20,5 9,4 23,9 7,2 0,1
Glucosa (mg/dl) | 996 = 292 1125 374 0,39
Proteina C reactlva (mgldl)* 0,73 0,44 0,78 0,75 0,57
Hematocrito (%) | 40,5 4,6 38,6 4,0 0,33
Leucocitos (103/ul) 7,3 2,0 7,8 2,0 0,55
Neutrofilos (103/ul) | 46 1,9 4,9 19 0,64
AND 16S en sangre (coplaslpl) 239,3 1864 6526 2854 0,0002

GPT: glutamato-piruvato transaminasa, GGT: gamma-glutamil transpeptidasa
HDL.: Lipoproteina de alta densidad
*Faltan datos de un paciente

LISTADO DE SECUENCIAS
5 [0087]

<110> VAIOMER
UNIVERSITA DEGLI STUDI DI ROMA TOR VERGATA
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aaattgaaga
gtcgaacggt
tgtctgggaa
aacgtcgcaa
ggattagcta
ggatgaccag
ggaatattgc
tcgggttgta
gacgttaccc
ggtgcaagcg
gatgtgaaat
gtagaggggg
ggtggcgaag
aacaggatta
cttgaggcgt
aggttaaaac
tcgatgcaac
aatgtgcctt
aatgttgggt

cgggaactca

atcatggccc
acctcgcgag
tcgactccat
tcecegggect
agcttaacct

caaggtaacc

<210> 2

gtttgatcat
aacaggaagc
actgcccgat
gaccaaagag
gtaggtgggg
ccacactgga
acaatgggcg
aagtactttc
gcagaagaag
ttaatcggaa
cceegggete
gtagaattcc
gcggcecccct
gataccctgg
ggcttccgga
tcaaatgaat
gcgaagaacce
cgggageegt
taagtccege

aaggagactg

ttacgaccag
agcaagcgga
gaagtcggaa
tgtacacacc
tcgggaggge

gtaggggaac
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ggctcagatt
agcttgetge
ggagggggat
ggggaccttc
taacggctca
actgagacac
caagcctgat
agcggggagg
caccggctaa
ttactgggcg
aacctgggaa
aggtgtagcg
ggacgaagac
tagtccacge
gctaacgcgt
tgacgggggce
ttacctggtce
gagacaggtg
aacgagcgca

ccagtgataa

ggctacacac
cctcataaag
tcgctagtaa
gcccgtcaca

gcttaccact

ctgecggttgg

gaacgctggce
tttgctgacg
aactactgga
gggcctcttg
cctaggcgac
ggtccagact
gcagccatge
aagggagtaa
ctcegtgeca
taaagcgcac
ctgcatctga
gtgaaatgcg
tgacgctcag
cgtaaacgat
taagtcgacc
ccgcacaagce
ttgacatcca
ctgcatggct
acccttatce

actggaggaa

gtgctacaat
tgcgtegtag
tcgtggatca
ccatgggagt
ttgtgattca

atcacctcect
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ggcaggccta
agtggcggac
aacggtagct
ccatcggatg
gatccctage
cctacgggag
cgegtgtatg
agttaatacc
gcagccgcgg
gcaggcggtt
tactggcaag
tagagatctg
gtgcgaaagce
gtcgacttgg
gcctggggag
ggtggagcat
cggaagtttt
gtcgtcaget
tttgttgecca

ggtggggatg

ggcgcataca
tcecggattgg
gaatgccacg
gggttgcaaa

tgactggggt

ta

acacatgcaa
gggtgagtaa
aataccgcat
tgcccagatg
tggtctgaga
gcagcagtgg
aagaaggcct
tttgctcatt
taatacggag
tgttaagtca
cttgagtctc
gaggaatacc
gtggggagca
aggttgtgcecce
tacggccgeca
gtggtttaat
cagagatgag
cgtgttgtga
gcggtecgge

acgtcaagtc

aagagaagcg
agtctgcaac
gtgaatacgt
agaagtaggt

gaagtcgtaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1542
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<211>19
<212> DNA
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Primer

<400> 2
tcctacggga ggcagcagt 19

<210>3

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Primer

<400> 3
ggactaccag ggtatctaat cctgtt 26
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para diagnosticar la fibrosis hepatica en un sujeto que padece obesidad, y
dicho procedimiento comprende los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biologica del sujeto seleccionado del grupo que consiste en sangre, suero y
muestra de plasma; y

b) segln el resultado de la medicién en el paso al), diagnosticar fibrosis hepatica en el sujeto que padece obesidad.

2. Un procedimiento in vitro para seleccionar un sujeto que padece obesidad para la biopsia hepatica, y
dicho procedimiento comprende los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacién de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto seleccionado del grupo que consiste en sangre, suero y
muestra de plasma; y

b) segun el resultado de la medicion en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para que se someta
a una biopsia hepatica.

3. Un procedimiento in vitro para seleccionar un sujeto que padece obesidad para un régimen de
tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones, dicho procedimiento comprende los pasos de:

al) medir la concentracién de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biologica del sujeto seleccionado del grupo que consiste en sangre, suero y
muestra de plasma; y

b) segun el resultado de la medicion en el paso al), seleccionar al sujeto que padece obesidad para someterse a un
régimen de tratamiento dirigido a la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones.

4. Un procedimiento in vitro para controlar la capacidad de respuesta de un paciente que padece
obesidad y de la fibrosis hepatica y/o sus complicaciones a un tratamiento farmacolégico dirigido a la fibrosis
hepatica y/o sus complicaciones, comprendiendo dicho procedimiento los pasos de:

al) medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relacion de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra bioldgica del sujeto seleccionado del grupo que consiste en sangre, suero y
muestra de plasma; y

b) segun el resultado de la medicién en el paso al), monitorizar la capacidad de respuesta del paciente a dicho
tratamiento farmacologico.

5. El procedimiento in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende
ademas un paso a2) de comparacién de la concentracion o la relacién medida en el paso al) con un valor umbral.
6. El procedimiento in vitro para diagnosticar la fibrosis hepatica segun la reivindicacion 5, en el que una

concentracién o una relacién medida en la etapa al) que es mayor que el valor umbral es indicativa de fibrosis
hepatica en el sujeto.

7. El procedimiento in vitro para diagnosticar la fibrosis hepatica segun la reivindicacion 5, en el que una
concentracion o una relacion medida en la etapa al) que es inferior al valor umbral es indicativa de una ausencia de
fibrosis hepatica en el sujeto.

8. El procedimiento in vitro para seleccionar un sujeto para biopsia hepatica de acuerdo con la
reivindicacion 5, o el procedimiento in vitro para seleccionar un sujeto para régimen de tratamiento de acuerdo con la
reivindicacion 5, donde el sujeto que padece obesidad se selecciona si la concentraciéon o una relacion medida en el
paso al) es mayor que el valor de umbral.

9. El procedimiento in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la
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concentracion o las cantidades medidas en el paso al) se miden por PCR en tiempo real.

10. El procedimiento in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el
sujeto sufre de enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFL) en el momento del muestreo.
11. El procedimiento in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que el

sujeto sufre de esteatohepatitis no alcohélica (NASH) en el momento del muestreo.

12. El procedimiento in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el
sujeto tiene un indice de masa corporal (IMC) superior a 37,5 kg/m? y sufre de al menos dos comorbilidades
metabdlicas seleccionadas del grupo que consiste en diabetes tipo 2, hipertension y dislipidemia.

13. El procedimiento in vitro de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el
sujeto tiene un indice de masa corporal (IMC) superior a 40 kg/m?.
14. Un procedimiento para seleccionar un probiético, un prebiético, un compuesto quimico o un

compuesto biolégico adecuado para prevenir y/o tratar la fibrosis hepatica, que comprende los pasos de:

- medir la concentracion de ADNr 16S bacteriano, o la relaciéon de la cantidad de ADNr 16S bacteriano con la
cantidad de ADN total, en una muestra biolégica de un sujeto obeso que padece fibrosis hepatica que ha sido
tratado con el candidato probiético, prebiético, compuesto quimico o compuesto hioldgico; y

- comparar dicha concentracion, o dicha relacién, con la de un sujeto obeso de control que padece fibrosis hepatica
gue no ha sido tratado con dicho candidato probiético, prebiético, compuesto quimico o compuesto bioldgico;

donde una concentraciéon mas alta, o una relacién mas alta, medida en la muestra biolégica del sujeto de control que
en la muestra bioldgica del sujeto tratado con el probiético, prebidtico, compuesto quimico o compuesto bioldgico
candidato, indica que dicho candidato probidtico, prebiético, compuesto quimico o compuesto bioldgico es adecuado
para prevenir y/o tratar la fibrosis hepatica,

y en el que la muestra biologica se selecciona del grupo que consiste en sangre, suero y muestra de plasma.
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