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METODOS PARA DIAGNOSTICAR ENFERMEDAD VALVULAR CRONI CA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad a la solicitud provisional de los EE.
UU. nim. 62/117189 presentada el 17 de febrero de 2015, cuya descripcibn se

incorpora en la presente descripcién como referencia.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Campo de la Invencién

La invencion se refiere, generalmente, a métodos para diagnosticar y
predecir la enfermedad valvular cronica y, particularmente, a métodos para diagnosticar
y predecir la enfermedad valvular crénica por medio de la medicion del microARN
(miARN) asociado con enfermedad valvular cronica.

Descripcion de la Técnica Relacionada

La enfermedad cardiaca es uno de los trastornos mas comunes en los
perros. La enfermedad valvular crénica (CVD, por sus siglas en inglés), conocida,
ademas, como enfermedad degenerativa de la valvula mitral (DMVD, por sus siglas
en inglés), afecta, aproximadamente, a 9 % de los perros y aumenta con la edad, de
modo que la incidencia acumulativa total es mayor que 40 %. La CVD se caracteriza
por una degeneracion y deformacidbn progresivas de las valvulas
auriculoventriculares, mas comunmente, las valvulas mitrales, que resultan en una
insuficiencia anticipada de la valvula mitral. Esto, a su vez, conduce a la aparicion de
un soplo cardiaco sistolico debido a la regurgitacion mitral, en donde el cierre
inadecuado de la valvula mitral hace que la sangre regrese a la auricula izquierda.
Los perros afectados desarrollan, finalmente, una sobrecarga del volumen
auriculoventricular, edema  pulmonar, dilatacion auricular 'y  arritmias
supraventriculares.

Si bien el tratamiento quirtrgico o médico de las valvulas afectadas es
posible, los duefios de mascotas prefieren la intervencién nutricional. Una deteccion y
un tratamiento oportunos son imperativos; sin embargo, la deteccion puede resultar
dificil debido a la ausencia de sintomas. Una solicitud de patente (PCT/US201344011)
describe métodos para diagnosticar CVD por medio del uso de genes y metabolitos
expresados diferencialmente. Sin embargo, los métodos de expresion génica requieren
la recoleccién de tejidos cardiacos, la cual se considera invasiva. Ademas, el ARNm no

es muy estable y puede ser dificil de manejar experimentalmente. Ademas, la medicién
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de metabolitos en el suero sanguineo puede ser dificil dependiendo de la naturaleza y
estabilidad bioguimicas de los compuestos.
Por lo tanto, subsiste la necesidad de diagnosticar y predecir la CVD en

animales para proporcionar el nivel de tratamiento mas apropiado y eficaz.

SUMARIO DE LA INVENCION

Un objetivo de la presente invencion es, por lo tanto, proporcionar
métodos para diagnosticar y predecir la enfermedad valvular crénica en animales.

Este y otros objetivos se logran con el uso de métodos para
diagnosticar y predecir la enfermedad valvular crénica en un animal, que implican
obtener una muestra del animal; analizar una cantidad de un miARN asociado con
enfermedad valvular cronica en la muestra; comparar la cantidad del miARN
identificado en la muestra con una cantidad correspondiente del miARN presente
en una muestra de uno o mas animales de control comparables que no padecen de
enfermedad valvular crénica; y diagnosticar enfermedad valvular crénica en el
animal si el mIARN encontrado en la muestra del animal se expresa
diferencialmente en la muestra del animal de control.

Otros objetivos, caracteristicas, y ventajas adicionales de la presente

invencién seran facilmente evidentes para las personas con experiencia en la técnica.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

El término “animal” se refiere a cualquier animal susceptible de padecer
0 que padece de enfermedad valvular crénica, que incluye seres humanos, animales
aviares, bovinos, caninos, equinos, felinos, caprinos, lupinos, murinos, ovinos o
porcinos.

Los términos “miIARN” o “biomarcador” significan una molécula de ARN
pequefio no codificante monocatenario, que incluye los que contienen
aproximadamente 21-25 nucleotidos, cuyos niveles o intensidades se miden en una
muestra bioldgica, que se puede usar como marcadores para diagnosticar un estado de
enfermedad.

El término “expresion diferencial” o “expresado diferencialmente”
significa la expresibn de miIARN aumentada o regulada al alza o significa la
expresion de miARN disminuida o regulada a la baja segun se detecte por la

ausencia, presencia o cambio en la cantidad de miARN en una muestra.
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El término “animal de control comparable” significa un animal de la
misma especie y tipo o un animal individual evaluado en dos momentos diferentes.

El término “cantidad correspondiente” significa una cantidad de un
MIARN de un animal de control comparable que se corresponde con el miARN de
un animal con diagnéstico de enfermedad valvular cronica, en donde el miARN
esta asociado con enfermedad valvular cronica.

El término “animales de compafiia” se refiere a animales domesticados,
tales como perros, gatos, aves, conejos, conejillos de Indias, hurones, hamsteres,
ratones, jerbos, caballos de silla, vacas, cabras, ovejas, burros, cerdos, y especies mas
exoticas mantenidas por los seres humanos para compafia, entretenimiento, apoyo
psicoldgico, exhibiciones publicas, y todas las otras funciones que los seres humanos
necesiten compartir con animales de otras especies. En un aspecto, el animal de
compainiia puede referirse a un perro o un gato. En un aspecto especifico, el animal de
compainiia puede referirse a un perro.

El término “diagnosticar” significa determinar si un animal padece de
enfermedad valvular cronica o predecir si el animal es susceptible de desarrollarla.

El término “estadio temprano” significa insuficiencia cardiaca (HF, por sus
siglas en inglés) de estadio B con agrandamiento cardiaco leve a moderado, pero sin
signos clinicos de insuficiencia cardiaca (HF), basado en las directrices para el
diagnostico de HF del Colegio Americano de Medicina Interna Veterinaria (ACVIM, por
sus siglas en inglés).

El término “estadio final” significa HF en estadio C con signos clinicos de
HF moderada basado en las directrices de ACVIM.

Como se usan en la presente descripcion, los intervalos se usan de
manera abreviada, para evitar enumerar y describir todos y cada valor dentro del
intervalo. Puede seleccionarse cualquier valor adecuado dentro del intervalo, cuando
sea adecuado, como el valor mayor, el valor menor o el final del intervalo.

Como se usa en la presente descripcion, la forma singular de una
palabra incluye el plural, y viceversa, a menos que el contexto indique claramente
de cualquier otra manera. Asi, las referencias “un”, “una” y “el(la)” incluyen,
generalmente, los plurales de los respectivos términos. Por ejemplo, la referencia a
“un método” incluye una pluralidad de esos “métodos”. Igualmente, las palabras
“comprenden”, “comprende” y “que comprende” deben interpretarse inclusivamente
en lugar de exclusivamente. De la misma manera, los términos “incluyen”, “que
incluye” y “0” todos deben interpretarse que son inclusivos, a menos que tal

construccion se prohiba claramente a partir del contexto.
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Los métodos y composiciones y otras ventajas descritas en la presente
descripcion no se limitan a una metodologia, protocolos, y reactivos descritos en la
presente descripcién porque, como apreciara la persona con experiencia, pueden
variar. Ademas, la terminologia usada en la presente descripcion tiene por objeto
describir solo las modalidades particulares, y no tiene previsto limitar ni limita el alcance
de lo que se describe o reivindica.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos
técnicos y cientificos, términos de la técnica y acronimos usados en la presente
descripcion tienen los significados comunmente entendidos por una persona con
experiencia en la técnica en el(los) campo(s) de la invencion, o en el(los) campo(s)
en los que se usa el término.

Todas las patentes, solicitudes de patente, publicaciones, articulos
técnicos y/o académicos, y otras referencias mencionadas o referidas en la presente
descripcion se incorporan en su totalidad en la presente descripcion como referencia en
la medida que la ley lo permita. La descripcion de esas referencias se destina
meramente a resumir las declaraciones hechas en estas. No se acepta que ninguna de
tales patentes, solicitudes de patente, publicaciones o referencias o cualquier porcion de
estas sea relevante, material o técnica anterior. El derecho a cambiar la exactitud y
pertinencia de cualquier afirmaciébn de tales patentes, solicitudes de patente,
publicaciones, y otras referencias como relevante, material o técnica anterior se reserva
especificamente.

La invencion

Los inventores de la presente invencion han descubierto que el miARN
descrito en la presente descripcion puede estar presente en la muestra biolégica de
un animal y que la cantidad del miARN en la muestra puede servir como indicador
bioquimico para diagnosticar enfermedad valvular crénica al indicar o predecir el
umbral de la enfermedad valvular crénica. Como tal, el presente descubrimiento
permite a los veterinarios y otros clinicos realizar pruebas para determinar estos
“biomarcadores” en una muestra y determinar si el animal es susceptible de padecer
o padece de enfermedad valvular cronica y si existe la necesidad de un diagnostico
o tratamiento adicional. Al establecerse la necesidad de diagndsticos o tratamientos
adicionales, es posible justificar el costo y riesgo de esos diagndsticos o tratamientos
adicionales.

De conformidad con lo anterior, la invencién proporciona métodos para
diagnosticar enfermedad valvular cronica en un animal. Los métodos comprenden
obtener una muestra biolégica del animal, analizar una cantidad de un microARN

(miARN) asociado con enfermedad valvular cronica en la muestra, comparar la



10

15

20

25

30

35

cantidad del miARN identificado en la muestra con una cantidad correspondiente del
MIARN presente en una muestra de uno o mas animales de control comparables que
no padecen de enfermedad valvular crénica, y diagnosticar enfermedad valvular
cronica en el animal si la cantidad del miARN encontrado en la muestra del animal
se expresa diferencialmente en la muestra del animal de control.

En una modalidad, un método para diagnosticar enfermedad valvular
crénica en un animal puede comprender obtener una muestra bioldgica del animal,
analizar una cantidad de un miARN asociado con enfermedad valvular cronica en la
muestra, comparar la cantidad del miARN identificado en la muestra con una cantidad
correspondiente del miARN presente en una muestra de uno o mas animales de control
comparables que no padecen de enfermedad valvular crénica, y diagnosticar
enfermedad valvular crénica en el animal si la cantidad del miIARN encontrado en la
muestra del animal es mayor que la cantidad del miARN presente en la muestra del
animal de control.

En otra modalidad, un método para diagnosticar enfermedad valvular
cronica en un animal puede comprender obtener una muestra bioldgica del animal,
analizar una cantidad de un miARN asociado con enfermedad valvular cronica en la
muestra, comparar la cantidad del miARN identificado en la muestra con una cantidad
correspondiente del miARN presente en una muestra de uno o mas animales de control
comparables que no padecen de enfermedad valvular crénica, y diagnosticar
enfermedad valvular crénica en el animal si la cantidad del mIARN encontrado en la
muestra del animal es menor que la cantidad del miARN presente en la muestra del
animal de control.

En varias modalidades, puede evaluarse el miARN en uno o mas
animales de control comparables, que no son el animal que se esta evaluando para
determinar enfermedad valvular cronica y que se determindé que no padecen de
enfermedad valvular crénica, y los resultados de tales evaluaciones se usan como
valores iniciales para compararlos con los resultados de un animal en el que se
esta evaluando el miARN. En algunas modalidades, los valores iniciales del miARN
pueden determinarse mediante la evaluacion de muchos animales de control
comparables.

En otra modalidad, la cantidad de miIARN puede determinarse en un
animal en varias ocasiones a lo largo de la vida del animal, y pueden usarse los
resultados para determinar si el animal es susceptible de padecer o padece enfermedad
valvular cronica, p. €j., si la cantidad del miARN aumenta o disminuye a medida que el
animal envejece, es posible diagnosticar que el animal es susceptible de padecer o

padece enfermedad valvular cronica. En algunas modalidades, puede evaluarse el
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animal periédicamente, y pueden registrarse los resultados del miARN. Después, si una
evaluacion posterior muestra que la cantidad del miARN aument6 o disminuyd desde
la(s) dltima(s) evaluacién(es), es posible diagnosticar que el animal es susceptible de
padecer o padece enfermedad valvular cronica. En algunos aspectos, los cambios
especificos en los mIARN pueden correlacionarse con un estadio temprano o avanzado
de enfermedad valvular cronica.

Cualquier muestra que sea de origen biolégico puede resultar Gtil en la
presente invencion. Algunos ejemplos incluyen, pero no se limitan a, sangre
(suero/plasma), liquido cefalorraquideo (CSF, por sus siglas en inglés), orina, materia
fecal, aliento, saliva o biopsia de cualquier tejido. En una modalidad, la muestra puede
ser una muestra de suero. Si bien en la presente descripcion se usa el término
“suero”, las personas con experiencia en la técnica apreciardn que puede usarse,
ademas, plasma o sangre entera o0 una subfraccion de la sangre entera.

La expresion disminuida o aumentada puede medirse en el nivel de
mIiARN con el uso de métodos ampliamente conocidos en la técnica para cuantificar
polinucledtidos, tales como, por ejemplo, PCR (que incluye, pero no se limita a, RT-PCR
y gPCR), secuenciacion, transferencia de tipo Northern, micromatriz u otros meétodos de
hibridacion.

Si bien el uso de un miARN es suficiente para diagnosticar enfermedad
valvular cronica, la invencion abarca el uso de uno o mas, dos o mas, tres 0 mas o
cuatro o mas de tal miARN. EI miIARN puede evaluarse y usarse en un diagnostico
en cualquier combinacion. Por consiguiente, los presentes métodos pueden incluir
diagnosticar CVD basados en un miARN de regulacion al alza y un miARN de
regulacion a la baja.

En una modalidad, el diagnéstico puede basarse en determinar si la
cantidad del miIARN encontrado en la muestra del animal es mayor en comparacion
con la cantidad del miARN presente en la muestra del animal de control. En un
aspecto, el miARN puede incluir miR-103, miR-98, let-7c o let-7b.

En una modalidad, el diagnéstico puede basarse en determinar si la
cantidad del miARN encontrado en la muestra del animal es menor en comparacion
con la cantidad del miARN presente en la muestra del animal de control. En un
aspecto, el miARN puede incluir miR-302d, miR-380, miR-874, miR-582, miR-490,
miR-329b 0 miR-487b.

El miARN expresado diferencialmente puede ser estadisticamente
significativo segun se ejemplifica en la presente descripcion. En algunos aspectos,
la significacion estadistica puede incluir un p < 0,05, p < 0,01 o incluso p < 0,001.
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En varias modalidades, el animal puede ser un ser humano o un animal
de compafia. En un aspecto, el animal de compafiia puede ser un canino, tal como
un perro, o un felino, tal como un gato. En un aspecto especifico, el animal puede
ser un canino.

Ejemplos

La invencién puede ilustrarse, ademas, mediante los siguientes ejemplos,
aunque se entendera que estos ejemplos se incluyen meramente con propésitos de
ilustracion y no pretenden limitar el alcance de la invencion a menos que se indique

especificamente de cualquier otra manera.

Ejemplo 1

Los miIARN se identificaron mediante un estudio de generacion de
perfiles de expresion diferencial que comparé muestras de suero con enfermedad y
normal. Los perros se clasificaron como corazén saludable o CVD mediante
ecocardiografia realizada o evaluada por un cardiélogo veterinario certificado por el
consejo profesional, examen patoldgico del corazbn o ambos. Los perros se
clasificaron en uno de los tres grupos basado en el estadio de la insuficiencia
cardiaca (HF) segun el esquema de estadios del Colegio Americano de Medicina
Interna Veterinaria (ACVIM)/Colegio Europeo de Medicina Interna Veterinaria
(ECVIM, por sus siglas en inglés): grupo A (estadio A, en riesgo, pero no
afectados, 6 perros), grupo B (estadio B, con agrandamiento cardiaco leve a
moderado, pero sin signos clinicos de insuficiencia cardiaca, 6 perros), o grupo C
(estadio C, con signos clinicos de insuficiencia cardiaca moderada, 6 perros)
(Tabla 1). Estos tres grupos de perros se casaron por edad, tamafio corporal y
sexo. Se recolectd suero sanguineo de cada grupo de perros, y se almaceno a -

80 € hasta usarse.
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Tabla 1 Muestras de suero usadas en el estudio de miARN

Grupo | Numero Clasificacion del estadio de la enfermedad
A 6 Estadio A de ACVIM. En riesgo, pero no afectado.
B 6 Estadio B de ACVIM. Agrandamiento cardiaco leve
a moderado, pero sin signos clinicos de HF.
C 6 Estadio C de ACVIM. Signos clinicos de HF
moderada.

Las muestras se enviaron a Qiagen para extraer el miARN vy realizar la
cuantificacion por PCR mediante el uso del sistema de matrices de miARN para
PCR miScript® de Qiagen. Se analizé un total de 277 miARN caninos conocidos.
El analisis de los datos se realizé con el uso de ANOVA (andlisis de varianza). Los
valores P por ANOVA se ajustaron para mdultiples pruebas, y el indice de
descubrimientos falsos (FDR, por sus siglas en inglés) se calcul6 con el uso del
método de Benjamini y Hochberb. Se calculé el cambio multiplo en la expresion
entre los grupos B vs. A (FC_BVA) y entre los grupos C vs. A (FC_CvA). Los

MIARN expresados diferencialmente se seleccionaron con el uso del umbral de

FDR<0,05. Se selecciond un total de 11 miARN (Tabla 2).

Tabla 2 miARN expresados diferencialmente

miARN p? FDR" FC°® BVA FC® CvA

miR-302d 0,0010 0,0378 2,7 -3,51
miR-380 0,0001 0,0119 -2,48 -4,76
miR-874 0,0016 0,0434 -2,37 -3,69
miR-582 0,0000 0,0004 -2,28 -4,71
miR-490 0,0005 0,0261 -2,24 -4,03
miR-329b 0,0019 0,0490 -1,96 -2,36
miR-487b 0,0012 0,0427 -1,45 -3,08
miR-103 0,0002 0,0140 1,29 3,81
miR-98 0,0014 0,0428 2,15 4,07
let-7¢ 0,0003 0,0218 2,28 4,67
let-7b 0,0006 0,0269 2,38 4,03

avalores P nominales por ANOVA; bindice de descubrimientos falsos; Ccambios
positivos indican una regulacién al alza con respecto a las muestras de control; los niUmeros negativos
indican una regulacién a la baja con respecto a las muestras de control.

multiplos los numeros



En la memoria descriptiva se describieron modalidades tipicas preferidas
de la invencién. Aungue se usan términos especificos, se usan en un sentido genérico y
descriptivo solamente y no con propdésitos de limitacion. El alcance de la invencién se
describe en las reivindicaciones. Obviamente, muchas modificaciones y variaciones de
la invencion son posibles a la luz de las ensefianzas anteriores. Debe entenderse, por lo
tanto, que dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas, la invencion puede

llevarse a la practica de cualquier otra manera que como se describe especificamente.



