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Titulo: Método ex-vivo para el diagnostico temprano de la encefalopatia hepatica minima mediante la deter-
minacién de 3-nitrotirosina en suero.

@ Resumen:

Método ex-vivo para el diagnéstico temprano de la ence-
falopatia hepatica minima mediante la determinacién de
3-nitrotirosina en suero se refiere a un método ex-vivo pa-
ra la deteccion y diagnéstico temprano de la encefalopa-
tia hepatica minima (EHM) en pacientes con enfermeda-
des hepaticas, incluida la cirrosis, basado en la presencia
en suero de biomarcadores especificos, concretamente
mediante la determinacién de 3-nitrotirosina (3-NT) que
comprende, la obtencion de suero o plasma obtenido de
la sangre de los paciente y de los controles, y determina-
cion de si la medida de la concentracién de 3-nitrotirosina
obtenida es superior 0 no a un nivel determinado.
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DESCRIPCION

Meétodo ex-vivo para el diagndstico temprano de la encefalopatia hepatica minima mediante la determinacion de 3-
nitrotirosina en suero.

Sector técnico de la invencién

La presente invencion se incluye en el campo de la Farmacologia y Quimica Médica y se refiere a un método ex-vivo
para la deteccién y diagnéstico temprano de la encefalopatia hepatica minima (EHM) en pacientes con enfermedades
hepiticas, incluida la cirrosis, basado en la presencia en suero de biomarcadores especificos, concretamente mediante
la determinacion de 3-nitrotirosina (3-NT).

Antecedentes de la invencion

La encefalopatia hepdtica (EH) es un término médico asignado para describir una anormalidad neuropsiquidtrica
causada por una alteracién previa en la funcién del higado. Puede ser un trastorno progresivo y crénico 6 de aparicién
aguda y es en algunos casos reversible. La EH es especialmente frecuente en los cirréticos. El término encefalopatia
hepética minima (EHM) se refiere a los cambios sutiles en la funcidn cognitiva y patrones electroencefalograficos en
pacientes con enfermedades hepdticas (incluida la cirrosis), que no muestran una evidencia clinica de encefalopatia
hepética.

Esta complicacion de las enfermedades hepéticas generalmente no es perceptible por el médico. Entre 30% y 50%
de los pacientes con cirrosis hepatica que no muestran sintomas evidentes de encefalopatia hepatica (EH) presentan
EHM con deterioro cognitivo leve. La EHM no se detecta en un andlisis rutinario pero se puede detectar utilizando
pruebas psicométricas o realizando estudios neurofisioldgicos (1-4).

La EHM es la primera fase del espectro de la EH (5, 6) y lleva asociada una disminucién de la calidad de vida de
los pacientes y de su habilidad para realizar tareas de la vida diaria, incluyendo la conduccién de vehiculos (7, 8). La
EHM aumenta el riesgo de padecer accidentes laborales y de trafico (9), predice la aparicion de EH clinica (10) y se
asocia con una menor supervivencia (11).

La detecciéon temprana de la EHM permitiria su tratamiento y mejoraria su calidad de vida, prevendria o retrasaria
la aparicién de la EH clinica y aumentaria la supervivencia de los pacientes. Es por tanto necesario disponer de
procedimientos sencillos para el diagndstico de la EHM en pacientes con enfermedades hepaticas.

En el estado de la técnica, Herndndez-Avila e al. 2001, (12) revisan los distintos marcadores diagndsticos y
mecanismos neuroquimicos de la encefalopatia secundaria a la insuficiencia hepatica. El documento indica como la
génesis de la encefalopatia hepatica (EH) es multifactorial, y que es el resultado de la incapacidad del higado para
eliminar del plasma las sustancias con pr0p1edades neuromoduladoras. Concretamente, en el apartado dedicado a la
hipétesis del amonio, el documento sefiala cémo es conocido que un aumento en los niveles de amonio en sangre tiene
como consecuencia una mayor captacién del mismo por parte del cerebro generando el efecto neurotéxico.

Marco Sezolo et al. 2004, (13) diagnostican la EHM por medio de pruebas neuropsicoldgicas y neurofisiolégicas
en pacientes con cirrosis hepdtica y comparan los distintos métodos de diagndstico (PSE, presion parcial de NH3
[pPNH3] y pruebas neurofisioldgicas) para evaluar su eficiencia frente al diagndstico de encefalopatias hepaticas.

Keiding et al. 2006, (14) estudian mediante la tomografia por emisién de positrones (TEP) el metabolismo del
amonio ("N-Ammonia) cerebral en pacientes con cirrosis y encefalopatia hepatica (EH) aguda, en pacientes con
cirrosis sin encefalopatia hepdtica y en pacientes sanos. De los estudios realizados se concluye que los pacientes con
cirrosis y encefalopatia hepatica aguda muestran un aumento en la captaciéon de amonio por parte del cerebro debido
principalmente a un aumento de los niveles de amoniaco en sangre y no tanto a un cambio en la cinética cerebral del
amoniaco.

Suarez et al. 2006, (15) intentan determinar si las alteraciones en la astroglia y las neuronas estd mediada por el
oxido nitrico (NO) en modelos experimentales de HE (provocado por una anastomosis porta-cava [PCA]). Concre-
tamente, se estudi6 la expresion de las NO sintasas (nNOS e iNOS) y la nitrosilacién de proteinas en tirosina en el
cuerpo estriado de ratas expuestas a PCA durante 1 y 6 meses. Y los resultados de la investigacién muestran como
en el modelo animal de encefalopatia hepética los niveles de iNOS y la nitrosilacién de proteinas en tirosina se ven
aumentados en los astrocitos a medida que la exposicién a PCA aumenta.

Gorg et al. 2006, (16) estudian los efectos de las citoquinas inflamatorias sobre la nitracién de la tirosina en
astrocitos cultivados de rata y en cerebros de ratas vivas y concluye que puede ser importante para estos y para la
patogénesis de EH y otras enfermedades que impliquen la exposicidn del cerebro a las citoquinas.

Rabbani, N. y Thornalley, P.J. 2008, (17) describen un ensayo para determinar la 3-NT libre en tejidos y fluidos
biolégicos por medio de cromatografia liquida conjuntamente con la deteccion por espectrometria de masas. Se com-
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paran los resultados obtenidos de 3-NT en pacientes con diabetes, cirrosis, fallo renal crénico y agudo, y enfermedades
neuroldgicas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer, obtenidos por su método y otras mediciones independientes.

Y mds recientemente, Bragagnolo Jr M A et al. 2009 (18) expone que la EHM consiste en un conjunto de alteracio-
nes neuropsiquiatricas en individuos con insuficiencia hepdtica y/o hipertension portal. Su fisiopatologia es compleja
y muy posiblemente multifactorial, aunque los niveles de amonio parecen ser los que mejor explican las alteracio-
nes neuropatoldgicas y clinicas observadas. De la lectura del documento se concluye que la concentracion arterial de
amonio no juega un papel importante en el diagndstico de la EHM.

En la actualidad el diagnéstico de la EHM sélo puede ser establecido mediante pruebas neuropsicolégicas y neu-
rofisiolégicas (electroencefalograma). El diagndstico temprano de la EHM puede tener implicaciones de prondstico
y terapéuticas en pacientes cirréticos. Por lo tanto seria muy conveniente y util en la practica clinica disponer de un
biomarcador periférico, que pudiera ser medido ex-vivo en sangre de los pacientes y que refleje la presencia de EHM
en pacientes con enfermedades hepdticas, tales como la cirrosis hepdtica.

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere a un método de diagndstico realizado ex-vivo en pacientes con cirrosis que permite,
a través de la deteccién de un biomarcador concreto como es la 3-NT, determinar la presencia de EHM, contribuyendo
de esta forma a su tratamiento precoz y mejorando la calidad de vida de estos pacientes.

Actualmente el procedimiento de referencia para la deteccion de la EHM es una bateria de 5 pruebas psicométricas
denominada en inglés “Psychometric hepatic encephalopathy score” (PHES) (2). Sin embargo, este procedimiento no
se utiliza rutinariamente en la préctica clinica porque consume tiempo y requiere ajustes en funcién de la edad y el
nivel educativo de los individuos.

Los autores de la presente solicitud han demostrado que la presencia de EHM se correlaciona con un aumento de
la activacién de la guanilato ciclasa soluble por 6xido nitrico en linfocitos (3) y que los niveles de las citocinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-18 en suero también se correlacionan con la EHM (4). Sin embargo, estos pardmetros no se
estan utilizando en el diagndstico de la EHM. Por ese motivo, han continuado buscando otros biomarcadores en suero
que pudieran detectar la EHM con un mejor valor predictivo.

Estudios en modelos animales de EH han mostrado que algunos factores que contribuyen al deterioro cognitivo
son las alteraciones en el 6xido nitrico y GMP ciclico en cerebro (19, 20) y la neuroinflamacién (21).

Descripcion detallada de la invencion

El procedimiento ex-vivo para el diagndstico temprano de la encefalopatia hepatica minima (EHM) en pacientes
con cirrosis hepatica, segtin la presente invencién, comprende las siguientes etapas:

a) obtencion de suero 6 plasma obtenido de la sangre de los pacientes y de los controles, y

b) determinacidn de si la medida de la concentracién de 3-nitrotirosina obtenida en (a) es superior 0 no a un
nivel determinado.

Para ello, se ha analizado en el suero de 43 sujetos control sin enfermedad hepatica; 44 pacientes cirrdticos sin
EHM y 47 pacientes con EHM una serie de pardmetros, incluyendo los niveles de GMP ciclico, nitritos/nitratos
(metabolitos estables del 6xido nitrico), y 3-NT (que se forma a partir de peroxinitrito, un metabolito mas téxico
que el 6xido nitrico). Como el fallo hepético altera el metabolismo de aminoacidos, también se han determinado los
niveles de algunos aminoécidos. Se ha analizado si alguno de los pardmetros determinados es ttil para diagnosticar la
presencia de EHM. Para cada pardmetro se ha analizado la sensibilidad, especificidad y los valores predictivos positivo
y negativo como indicador de la presencia de EHM evaluada mediante la bateria de pruebas psicométricas PHES.

Sujetos y Métodos
Pacientes y controles

Se han considerado “pacientes” a los sujetos diagnosticados de cirrosis hepdtica tras un estudio histolégico y
“controles” a los sujetos en los que se ha descartado la presencia de enfermedad hepatica. Se ha realizado un estudio
con pacientes y con sujetos control, es decir, se ha realizado un estudio con pacientes diagnosticados de cirrosis
hepdtica tras un estudio histolégico y con sujetos control en los que se ha descartado la presencia de enfermedad
hepatica. Ninguno de los pacientes estaba en tratamiento con antibidticos ni habia sufrido anteriormente peritonitis
bacteriana ni TIPS (“transjugular intrahepatic portosystemic shunt’).
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Tras un examen fisico se les tom6 sangre para la determinacién de los pardmetros bioquimicos rutinarios y para
las determinaciones descritas mds adelante. El protocolo del estudio se ajusta a las normas éticas de la Declaracion de
Helsinki de 1975 (22) y fue aprobado por los Comités Etico y Cientifico del Hospital.

Tras realizar la bateria de pruebas psicométricas, los pacientes se clasificaron en pacientes sin y con EHM (ver mas
adelante). Por tanto el estudio incluye tres grupos: 1) sujetos control; 2) pacientes sin EHM; y 3) pacientes con EHM.

La composicién de los grupos, edad y etiologia de la enfermedad hepética se indican en la Tabla 1.

Se tomé suero, para determinar las sustancias seleccionadas (ver mas adelante), de 43 controles, 44 pacientes sin
EHM vy 47 pacientes con EHM. El nimero de muestras analizadas para cada compuesto se da en la Tabla 2.

Deteccion de la presencia de EHM utilizando la bateria de pruebas psicométricas PHES. La presencia de EHM
se determind utilizando la bateria PHES, recomendada como procedimiento de referencia para la detecciéon de EHM
(2, 16, 17). La puntuacién se calculd ajustdndola en funcién de la edad y el nivel educativo utilizando las Tablas de
normalidad para la poblacién espafiola, disponibles en www.redeh.org.

Se consider6 que tenfan EHM aquellos pacientes con una puntuacién de -4 6 inferior (23, 24).

Obtencion de suero. Se tomaron 5 ml de sangre en tubos BD Vacutainer y se centrifugaron a 500 g, 10 min. Se
recogié el sobrenadante y se guardé a -80°C en alicuotas de 500 ul.

Activacion de la guanilato ciclasa soluble por el agente generados de 6xido nitrico S-nitroso-N-acetil penicilamina
(SNAP) en linfocitos intactos. Los linfocitos se prepararon como describen Kimura et al (25) y la activacién de la
guanilato ciclasa se analizé como se describe en (26). E1 GMP ciclico (GMPC) se determiné utilizando el BIOTRAK
c¢GMP kit de inmunoensayo enzimdtico de Amersham (GE Healthcare, Life Sciences, UK).

Determinacion de aminodcidos y de 3-nitrotirosina en suero. 100 uL de una mezcla de metanol/cloroformo (1:2)
fria se mezclaron con 50 uL de suero y se centrifugaron a 4°C, 10 minutos. Se recogieron los sobrenadantes y se
congelaron a -80°C.

Las concentraciones de aminodcidos y de 3-nitrotirosina se midieron en 50 ul de sobrenadante por HPLC utilizando
un sistema de HPLC en fase reversa con derivatizacién pre-columna con o-ftalaldehido y deteccién por fluorescencia
como se describe en (27).

Andlisis estadistico. Los resultados se analizaron mediante andlisis de varianza de una via (one-way ANOVA), se-
guidos de post-hoc Newman-Keuls-test, utilizando el software GraphPad PRISM Versién 3.0. El nivel de probabilidad
aceptado como significativo es p <0.05.

El limite superior de normalidad de cada variable se calcul6 de acuerdo con el criterio habitual, considerando la
media + 2 veces la desviacion estdndar de los valores de los controles. Este valor se consideré como el punto de corte
en los andlisis de sensibilidad, especificidad y valor predictivo positivo y negativo de los diferentes parametros. Para
estos célculos, los datos se procesaron con el software SPSS version 17.0 (SPSS Inc, Chicago, USA).

Resultados

Como ya se sabia, los pacientes presentaron un patrén alterado de aminodcidos en sangre (Tabla 2), con un aumento
significativo de los aminodcidos aromadticos tirosina y fenilalanina, un aumento notable (mas de 2 veces) de metionina,
homocisteina y homoserina, y ligeros aumentos de asparagina, citrulina, isoleucina y alanina.

Los niveles de los aminoécidos ramificados leucina y valina y de glutamato estdn significativamente disminuidos
(Tabla 2).

Cuando se comparan los niveles de aminodcidos en pacientes sin y con EHM, se observan ligeras diferencias en
glutamina, homocisteina e isoleucina. Las diferencias son mas notables para citrulina y, especialmente, para metionina.

La citrulina aumenta en pacientes cirréticos sin EHM al 161+17% de los sujetos control, alcanzando 29+3 uM
(Tabla 2). En pacientes con EHM, la citrulina estd significativamente aumentada (p=0.002) comparada con pacientes
sin EHM, alcanzando 50+5 uM (172+17% de los pacientes sin EHM y 278+28% de los controles). La metionina
aumenta en pacientes sin EHM al 232+19% de los controles, alcanzando 44+3 uM (Tabla 2). En pacientes con EHM,
la metionina esta significativamente aumentada (p<0.0002) comparada con pacientes sin EHM, alcanzando 73+7uM
(166+16% de los pacientes sin EHM y 384+36% de los controles).

Es especialmente notable el aumento en 3-nitrotirosina. La concentracién en suero de este derivado de tirosina es
muy bajo en sujetos control (3.3+2.2 nM), aumenta significativamente (p<0.01) en pacientes sin EHM a 6.0+4.2 nM
y estd muy aumentado en pacientes con EHM, alcanzando 48+24 nM. Esto representa un aumento de 8 veces respecto
a los pacientes sin EHM y de 15 veces respecto a los controles (Tabla 2).
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Se determinaron también, en los mismos individuos, pardmetros relacionados con la homeostasis del GMPc. Los
niveles se dan en la Tabla 3.

Andlisis de la utilidad diagndstica de los pardmetros determinados

Se ha analizado la utilidad diagndstica de cada uno de los parametros determinados para discriminar que pacientes
tienen EHM vy cuales no. Se han utilizado los resultados de la baterfa de pruebas psicométricas PHES como criterio
para definir qué pacientes tienen EHM y cuales no. Se consideré que tienen EHM los pacientes que obtienen un
resultado igual o inferior a -4.

Se determinaron los siguientes pardmetros:
Sensibilidad: 1a proporcién de pacientes con EHM que se identifican correctamente como tales.
Especificidad. La proporcién de pacientes sin EHM que se identifican correctamente.

Valor predictivo positivo: 1a proporcion de pacientes con resultado positivo en la prueba que se diagnostican correc-
tamente.

Valor predictivo negativo: la proporcién de pacientes con resultado negativo en la prueba que se diagnostican
correctamente.

Los valores de dichos pardmetros se dan para cada sustancia analizada en la Tabla 4.

Los resultados muestran que la 3-nitrotirosina es un buen indicador de la presencia de EHM en los pacientes, con
buena sensibilidad (82%) y especificidad (71%) y valores predictivos positivos y negativos del 75 y 79%, respectiva-
mente (Tabla 4).

La metionina también tiene buena sensibilidad (82%), pero menor especificidad (56%) y valores predictivos posi-
tivos y negativos del 65 y 75%, respectivamente (Tabla 4).

Cuando realizamos los andlisis combinando dos sustancias, la especificidad y el valor predictivo positivo aumentan,
pero la sensibilidad disminuye (Tabla 4).

Discusion

La 3-NT se forma a partir de peroxinitrito, un metabolito del 6xido nitrico. Es bien conocido que el éxido nitrico
estd aumentado en sangre de pacientes con cirrosis hepética. Sin embargo, este aumento es similar en los pacientes con
EHM y sin EHM (3, 4). Esto mismo se confirma en el presente estudio. Los niveles de nitritos+nitratos, metabolitos
estables del 6xido nitrico, no son estadisticamente diferentes en pacientes con y sin EHM (Tabla 3).

Por tanto resulta imposible predecir, a partir de los datos en la literatura, que la 3-nitrotirosina (o cualquier otro
metabolito del 6xido nitrico) podria ser un buen indicador de la presencia de EHM.

Se ha encontrado que los niveles de 3-NT estdn aumentados de modo significativo en sangre de los pacientes
cirréticos con EHM comparados con los niveles de los pacientes sin EHM y que los niveles de 3-NT en suero tienen
valor predictivo de la presencia de EHM en los pacientes (Tabla 4).

Los mecanismos que conducen a esta alteracion en los niveles de 3-NT en pacientes con EHM no se conocen por
el momento.

Hasta el momento no se ha descrito ningiin biomarcador, medible ex-vivo en muestras de sangre, de la presencia
de EHM. Esta se detecta inicamente mediante pruebas psicométricas o neurofisioldgicas.

Aunque nuestro grupo ha encontrado correlaciones entre la activacion de la guanilato ciclasa soluble por éxido
nitrico (3) y los niveles de IL-6 e IL-18 (4) con el grado de EHM, estos pardmetros no se utilizan para el diagnéstico
de la EHM por no tener valores predictivos, de sensibilidad y especificidad adecuados. Los datos de la presente
solicitud muestran que la 3-NT tiene un mayor valor predictivo para el diagnostico de la presencia de EHM (Tabla 4).

Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se puede diagnosticar ex-vivo el diagndstico temprano de
la encefalopatia hepatica minima mediante la determinacién de 3-nitrotirosina en suero.

Para la obtencién del suero de los pacientes y controles se puede seguir el mismo protocolo que se ha seguido en
la presente solicitud, y una vez obtenido el suero a partir de la sangre de los mismos, determinar la concentracion de
3-nitrotirosina.
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En el ejemplo, para determinar la 3-NT se ha utilizado la técnica de cromatografia liquida en fase reversa (HPLC)
para separarla, y se ha detectado posteriormente por fluorescencia como se incida arriba. Igualmente se podria detectar
con un detector electroquimico después de su separaciéon por HPLC, 6 mediante otros procedimientos, como por
ejemplo identificando la 3-NT por cromatografia de gases y espectrometria de masas, o incluso por medio un ensayo
de ELISA utilizando anticuerpos especificos contra 3-nitrotirosina. Utilizando anticuerpos especificos contra la 3-NT,
esta se puede determinar mediante dot-blot.

Aquellos pacientes cuyo nivel de 3-nitrotirosina sea superior a la media de los sujetos controles mds dos desvia-
ciones estandares serdan considerados como pacientes con EHM.

En el estudio realizado los niveles de 3-nitrotirosina en suero de sujetos control alcanzaron una media de 3.3 nM
con una desviacién estandar de 2.2 nM. Por esta razén, el punto de corte para diagnosticar la presencia de EHM seria
7.7 nM. Aquellos pacientes con concentracién de 3-nitrotirosina mayor de 7.7 nM se considerarfan como pacientes
con EHM vy aquellos con 7.7 nM o menor, sin EHM.

Este punto de corte podria modificarse ligeramente al aumentar el nimero de individuos estudiados, si se modifi-
cara la media y/o la desviacion estandar de los valores de los controles.

TABLA 1

Etiologia de la enfermedad hepdtica y datos analiticos

Rango  Controles Pacientes sin Pacientes con

Normal EHM EHM
N2Total individuos 43 44 47
Edad 51+16 54 +10 6310
Alcohot e 44 47
Asciis e 6 10
Child PughA/BC e 36/8/0 33/14/0
MELO e 8.4+3.0 9.3+25
GOT (mU/ml) (1-37) 20+ 4 73+56° 83+58°
GPT (mU/ml) (1-41) 18+ 6 77+24° 90+24°
GGT (mU/ml) (10 - 49) 27+5 87+60° 106 £ 64 °
Acido urico (mg/dI) (25-7) 4.0+1.0 6.2+ 2.0 57+23
Creatinina (mg/dl) (05-13) 0.9+0.1 1.1+£02 1.2+£0.2
Colestero!l (mg/dl) (140 -200) 172+22 175+ 44 167 £ 55
Triglicerides (mg/dl) (40—-160) 95+32 111 £ 64 119 £ 64
Bilirubina (mg/dl) (0.1-1) 06x0.2 1.7+£07° 23+06°
Albumina (g/dl) (35-5) 4.4+02 3.7+06° 29+06F
Protrombina time (sec) 13+1.3 24+ 4° 30+ 4°
Fibrinogeno (g/l) (2—-4) 3.1+1.0 33+£13 36+1.2
Alc. fosfatasa (mU/ml) (50-250) 147 +53 216+ 77° 314+ 96 %
Eritrocitos (42-6.1) 46+04 4.310.7 3.4+£06
Leucocitos (4.8-10.8) 6.5+1.3 6.0+2.6 55+20
Neutrofilos (%) {55 — 75) 55+7 54+6 59+9
Linfocitos (%) (17 — 45) 35+6 2910 2719
Monocitos (%) (2-8) 6.0+1.3 84+30° 10+26°¢
Eosinofilos (%) (1-4 3.3+2.0 24+1.2 1.7+1.0
Basofilos (%) (0.05-0.5) 05%0.2 0.6+0.3 0.6+0.1

Los valores se dan como media + SD. Los valores significativamente diferentes de los controles se indican con
superindices: *p < =.05; °p < 0.01; °p < 0.001. Los valores significativamente diferentes en pacientes sin y con EHM
se indican como §, p < 0.05.
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TABLA 2

Concentraciones de aminodcidos en suero

COMPUESTO Controles Pacientes sin Pacientes Pacientes con
EHM con EHM EHM
p vs. Control P vs. P vs. sin EHM
control
3-Nitrotirosina (nM) 3.3+0.35 6.0 £ 0.7** 48 + 6*** p<0.0001
(n=41) (n=42) (n=43)
Tirosina (uM) 65+ 6 96 + 6** 104 + 8** NS
(n=42) (n=43) (n=29)
Fenilalanina (uM) 50+ 4 103 + 8*** 91+ 7" NS
(n=43) (n=43) (n=43)
Glutamato (uM) 79+7 60 + 5* 48 + 4** NS
(n=43) (n=40) (n=42)
Glutamina (uM) 406 + 28 409 + 33 516 + 35* p= 0.027
(n=41) (n=43) (n=43)
Aspartato (uM) 44105 36104 47+0.6 NS
(n=43) (n=43) (n=43)
Asparagina (uM) 36+3 54+ 5** 66 £ 6*** NS
(n=43) (n=43) (n=43)
Citrulina (uM) 18+2 29 +3* 50 + 5% p= 0.002
(n=41) (n=43) (n=43)
Alanina (uM) 238 + 20 336 + 44* 269 + 26 NS
(n=41) (n=43) (n=43)
Leucina (uM) 72+ 4 51 £ 4% 48 + 4% NS
(n=43) (n=43) (n=43)
Isoleucina (uM) 374 49 x 4* 30+3 p=0.002
(n=43) (n=43) (n=43)
Valina (uM) 765 53 + 3*** 46 + 4*** NS
(n=41) (n=43) (n=43)
Metionina (uM) 19+2 44 + 3+ 73 + 7+ p<0.0002
(n=43) (n=43) (n=43)
Homocisteina (uM) 46105 13 £ 2*** 19 £ 2% p=0.017
(n=33) (n=43) (n=42)
Homoserina (nM) 2.3+0.3 4.6+ 08" 4.2+ 0.5* NS
(n=43) (n=43) (n=43)

Los valores se dan como media + SEM. Los valores significativamente diferentes de los controles se indican con
asteriscos: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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TABLA 3

Valores de diferentes pardmetros en controles y pacientes sin o con EHM

PARAMETRO Controles Pacientes sin Pacientes Pacientes con
EHM con EHM EHM
p vs. Control P vs. control P vs. sin EHM
GMPc basal en 0.23+0.03 0.1210.01* 0.06 £0.01*** p<0.001
linfocitos
(n=43) (n=44) (n=44)
(pmol/mg prot)
Activacion de la 14+1 24+2*** 33+3*** p=0.05
guanilato ciclasa por
6xido  nitico en (=4 (n=44) (n=44)
linfocitos (veces)
GMPc em plasma 5.9+0.9 1512*** 212 p=0.05
cGMP
(n=43) (n=44) (n=44)
(nM)
Nitratos + Nitritos (uM) 1944 25+5* 317"
NS
(n=43) (n=36) (n=34)

Los valores se dan como media + SD. Los valores significativamente diferentes de los controles se indican con
asteriscos: * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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TABLA 4

Sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo y negativo de diferentes compuestos o combinaciones,
para la deteccion de la EHM

PARAMETRO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD( VALOR VALOR
(%) %) PREDICTIVO PREDICTIVO
POSITIVO (%) | NEGATIVO (%)
3-Nitrotirosina 82 71 75 79
Metionina 82 56 65 75
Citrulina 59 72 68 63
Activacion de la 46 66 56 56
guanilato ciclasa
3-Nitrotirosina + 68 88 86 72
Metionina
3-Nitrotirosina + 45 88 80 61
Citrulina
Citrulina-+ 48 91 84 63
Metionina
3-Nitrotirosina + 38 98 94 60
Metionina+
Citrulina
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento ex-vivo para el diagnéstico temprano de la encefalopatia hepdtica minima (EHM) en pacientes
con enfermedades hepaticas, incluida la cirrosis, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) Obtencién de suero 6 plasma obtenido de la sangre de los pacientes y de los controles, y
b) Determinacién de si la medida de la concentracion de 3-nitrotirosina obtenida en (a) es superior o no a un

nivel determinado.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque los pacientes que poseen una concen-
tracién de 3-nitrotirosina igual o superior al valor de la concentracién de 3-nitrotirosina de los sujetos control mas 2
veces el valor de la desviacion estdndar se consideran como pacientes con EHM.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado porque los pacientes que poseen una concen-
tracién de 3-nitrotirosina Inferior al valor de la concentracién de 3-nitrotirosina de los sujetos control mds el doble del
valor de la desviacion estdndar se consideran como pacientes sin EHM.

4. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la 3-nitrotirosina se determina
por cromatografia liquida en fase reversa HPLC y se detecta por fluorescencia.

5. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque los pacientes con concentracién
de 3-nitrotirosina igual o superior a 7.7 nM se consideran como pacientes con EHM.

6. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, caracterizado porque los pacientes con concentracion
de 3-nitrotirosina Inferior a 7.7 nM se consideran como pacientes sin EHM.

7. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la 3-nitrotirosina se determina
por cromatografia liquida en fase reversa HPLC y se detecta con un detector electroquimico.

8. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la 3-nitrotirosina se determina
por cromatografia de gases y espectrometria de masas.

9. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la 3-nitrotirosina se determina
por medio de un ensayo ELISA.

10. Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, caracterizado porque la 3-nitrotirosina se determina
mediante dot-blot utilizando anticuerpos especificos contra la 3-nitrotirosina.

11. Utilizacién de la 3-nitrotirosina segun las reivindicaciones 1-10 como marcador de diagnéstico especifico para
la determinacion de la presencia de EHM en pacientes con cirrosis hepética.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201000899

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

SUAREZ, |., BODEGA, G., RUBIO, M. et al. Induction of NOS and
nitrotyrosine expression in the rat striatum following experimental
hepatic encephalopathy. Metabolic brain disease. 18 de
Septiembre 2009. Vol 24. N° 3. Paginas 395-408.

ISNN 1573-7365.

D01 18.09.2009

MARTIN, D., BALESTRASSE, K., COLL, C, et al. Oxidative stress
and hippocampus in a low-grade hepatic encephalopathy model:
protective effects of curcumine. Hepatology research : the official
journal of the Japan Society of Hepatology. 2008. Vol 38, n° 11.
Péginas 1148-1153. ISSN 1386-6346.

D02 2008

GORG, B., BIDMON, H.J., KEITEL, V. et al. Inflammatory
cytokines induce protein tyrosine nitration in rat astrocytes.
D03 Archives of biochemistry and biophysics. 9 de Marzo 2006.

Vol 449. N1 1-2. Paginas 104-114. ISSN 0003-9861

09.03.2006

ODEH, M, SABO, E. SRUGO, I. et al. Serum levels of tumor
necrosis factor-a correlate with severity of hepatic encephalopathy
D04 due to chronic liver failure. Liver international. Abril 2004. Vol 24.
N° 2. Paginas 110-116. ISSN 1478-3223.

Abril-2004

MONTOLIU, C., PIEDRAFITA, B., SERRA, M.A. et al. IL-6 and
IL-18 in Blood May Discriminate Cirrhotic Patients With and
Without Minimal Hepatic Encephalopathy. Journal of Clinical Mar-2009
Gastroenterology. Marzo 2009. Vol 43, N° 3. Paginas 272-279.
ISSN 1539-2031.

D05

BEMEUR C., DESJARDINS, P., BUTTERWORTH. F. Evidence
for oxidative/nitrosative stress in the pathogenesis of hepatic
D06 encephalopathy. Metabolic brain disease. Marzo 2010. Vol 25,

N° 1, paginas 3-9. ISSN 1573-7365.

Mar-2010

CALABRESE, V., SULTANA, R., SCAPAGNINI, G. et al.
Nitrosative Stress, Cellular Stress Response, and

Thiol Homeostasis in Patients with Alzheimer’s Disease. Nov-2006
Antioxidants and Redox Signaling. Noviembre 2006.
Vol 8, N° 11-12. Paginas 1975-1986. ISSN 1523-0864.

DO7

RABBANNI, N. y THORNALLEY, P. Assay of 3-Nitrotirosin in
Tissues and Body Fluids by Liquid Chromatography with Tandem
D08 Mass Spectrometric Detection.Methods in enzymology. 2008.

Vol 440. Péaginas 337-359. ISSN 0076-6879.

2008

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La presente solicitud tiene por objeto un procedimiento ex-vivo para el diagnéstico de la encefalopatia hepatica minima
(EHM) en pacientes con enfermedades hepaticas, en el que se obtiene una muestra de suero o plasma de pacientes y se
determina si la concentracién de 3-Nitrotirosina (3-NT) es superior o no a un nivel determinado. Es objeto también de la
presente solicitud la utilizacién de la 3-NT como marcador diagnéstico para determinar la presencia de EHM en pacientes
con cirrosis hepatica.
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El documento D01 divulga un estudio cuyo objetivo es averiguar si la alteraciones neuronales y de la astroglia descritos en la
encefalopatia hepatica (EH) estan mediados por oxido nitrico. El estudio se lleva a cabo en el striatum de ratas en las que se
ha provocado una encefalopatia hepatica experimental mediante una anastomosis portacava (PCA). Se estudia la expresion
de la nitrotirosina y la induccién de las isoformas de la 6xido nitrico sintasa neuronal e inducible (nNOS e iINOS) al mes y a los
6 meses de exposicion a PCA, observandose que la expresion de 3-NT, iNOS e nNOS es tiempo dependiente y aumenta con
el tiempo de exposicion a PCA. Los resultados muestran un aumento significativo de la 3-NT a los 6 meses, asi como un
aumento en la expresion de nNOS e INOS. Se concluye que el aumento en la expresion de nNOS e iINOS podria indicar un
papel critico del 6xido nitrico en la EH.

El documento D02 divulga un estudio donde se evalla si el estrés oxidativo esta relacionado con las alteraciones
morfoldgicas y funcionales del hipocampo en encefalopatia hepatica minima. Dicho estudio se lleva a cabo en un modelo
experimental de EHM (Hipertension portal prehepatica-PPH) en ratas. Se analizan los niveles de enzimas antioxidantes en
tres grupos; grupo | (control), grupo Il (PPH) y grupo IIl ( PPH tratado con un antioxidante, concretamente curcumina). Se
analiza los niveles de las enzimas antioxidantes en los tres grupos y se observa una disminucion de estas en el grupo I,
mientras que el grupo 1l la actividad de estas enzimas es significativamente mayor que en el grupo Il y comparable a la del
grupo |. Se concluye que existe estrés oxidativo en el hipocampo y que este podria actuar como un factor patogénico del
dafio histopatolégico en EHM.

El documento D03 divulga un estudio relativo al efecto de las citoquinas inflamatorias sobre la nitracion de las proteinas en
tirosina en astrocitos cultivados de ratas y en ratas vivas. Para llevar a cabo el estudio, se induce la inflamacion en ratas
mediante la administracion de lipopolisacérido. Este estudio concluye que las citoquinas inflamatorias, concretamente TNFa,
induce la nitracion de proteinas en tirosina en astrocitos, y que este proceso es consecuencia de un aumento del calcio
intracelular dependiente del receptor NMDA y de la produccién de 6xido nitrico por la nNOS. Este documento sefiala que este
proceso podria ser relevante en la patogénesis de la EH.

El documento D04 tiene por objeto un estudio sobre la relacién de los niveles plasmaticos de TNF-a con la severidad de la
encefalopatia hepatica. Se comparan los niveles de TNF- a en pacientes con fallo hepatico crénico sin EH con pacientes con
fallo hepatico crénico con signos clinicos de EH que se distribuyen a su vez en cuatro grupos en funcion de la severidad de la
enfermedad. Se concluye que existe una correlacion positiva entre los niveles plasmaticos de TNF- a y la severidad de la
encefalopatia hepatica.

El Documento D05 divulga un estudio que analiza la relacion de la hiperamonemia, la inflamacion y la EHM en pacientes con
cirrosis hepatica. En este estudio se analizan los niveles de varias citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18 y TNF- a), de
amonio y de Oxido nitrico en sangre y se comparan los niveles detectados entre un grupo control, un grupo de pacientes
cirréticos sin EHM y un tercer grupo de pacientes cirréticos con EHM. Se observa que los niveles de IL-6 y IL-18 se
encuentran aumentados de manera significativa en pacientes cirrticos con EHM versus pacientes cirrticos sin EHM,
mientras que no se observa un aumento significativo del resto de las citoquinas ni del 6xido nitrico entre estos dos grupos. El
estudio concluye que los niveles plasmaticos de IL-6 y IL-18 podrian ser Utiles para distinguir pacientes con EHM de
pacientes sin EHM.

El documento D06 hace una revision de estudios recientes, de donde se concluye que existen evidencias del de estrés
oxidativo en el cerebro de modelos experimentales de animales con encefalopatia hepatica causada por fallo hepatico agudo
0 crénico y se sugiere que el estrés oxidativo podria estar implicado en la cascada fisiopatoldgica responsable de la
encefalopatia hepatica.

El documento DO7 divulga un estudio en el que se analiza el papel del estrés nitrosativo en pacientes con enfermedad de
Alzheimer. Se comparan los niveles de algunos marcadores de estrés oxidativo en pacientes con enfermedad de Alzheimer y
controles, y se observa que existe un aumento significativo de nitrotirosina en sangre.

El documento D08 tiene por objeto un ensayo en el que se analizan los niveles en tejidos y en fluidos corporales de la 3-NT.
Este ensayo se lleva a cabo mediante cromatografia liquida con deteccion por espectrometria de masas.

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA. (Art 6.1y 8.1 Ley 11/1986)

Ninguno de los documentos citados anticipa un procedimiento para diagnosticar la EHM basado en la deteccion de la 3-NT
en sangre. De la misma forma, ninguno de estos documentos anticipa el uso de la 3-NT en sangre como marcador de la
encefalopatia hepatica con signos clinicos.

D01, D02 y D03 se consideran los documentos del estado de la técnica mas proximos al objeto de la presente solicitud.

Las diferencias principales entre el objeto de la solicitud y los estudios divulgados en estos documentos, radican
principalmente en que estos estudios tienen lugar a nivel cerebral y no a nivel sanguineo, por lo que no se puede asegurar
gue los hallazgos encontrados sean directamente extrapolables a la sangre periférica. Ademas, los estudios divulgados en
D01 y D03 no se llevan a cabo en pacientes con encefalopatia hepatica minima o subclinica, en D01 el estudio se lleva a
cabo en un modelo experimental en ratas con EH y en D03 en ratas sin EH a las que se les induce inflamacion.

Ninguno de los documentos citados en el estado de la técnica, solos o en combinacion, evidencian un aumento significativo
en sangre de la 3-NT en enfermos hepaticos con EHM, que hagan evidente su uso como marcador diagnostico para
distinguir entre enfermos hepaticos con y sin EHM. Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-11 es
nuevo e implica actividad inventiva en el sentido de los articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/86.
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