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DESCRIPCION
Diagnostico diferencial de enfermedad hepatica
Datos relativos a la solicitud

Esta solicitud reivindica el beneficio de prioridad conforme a 35 U.S.C. § 119(e) de la solicitud de patente de EE. UU.
n.° 61/914.345, presentada el 10 de diciembre de 2014.

Esta invencion se ha realizado con apoyo del gobierno gracias a las ayudas K23DK090303, concedida por los
National Institutes of Health, y GM U54 069338, concedida por los National Institutes of Health. El gobierno tiene
ciertos derechos sobre la invencion.

Campo de la invencion

La invencion se refiere en general al diagnéstico de enfermedad hepatica y especificamente a la diferenciacion entre
higado graso no alcohdlico, esteatohepatitis no alcohdlica y testigos normales.

Informacion de antecedentes

La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA, siglas inglesas "NAFLD") es la causa mas comin de
hepatopatia crénica en los EE. UU. A grandes rasgos, se puede subdividir en higado graso no alcohdlico (HGNA,
siglas inglesas "NAFL"), del que se cree que presenta un riesgo minimo de progresion a cirrosis, y esteatohepatitis
no alcohdlica (EHNA, siglas inglesas "NASH"), de la que se cree que presenta un mayor riesgo de progresion a
cirrosis. Hoy por hoy, la biopsia hepatica constituye la regla de oro diagndstica para diferenciar si un paciente con
EHGNA padece HGNA o bien EHNA. Sin embargo, una biopsia hepatica es un procedimiento invasivo, que esta
limitado por la variabilidad en la toma de la muestra y el coste, y puede complicarse debido a su morbilidad, incluso
con consecuencias, aunque rara vez, fatales.

En la actualidad no se dispone de biomarcadores precisos y no invasivos para detectar EHNA. El diagnodstico
sustancialmente no invasivo (es decir, todo lo que no sea una extraccion de sangre) de la EHNA es una importante
necesidad médica no satisfecha.

Estudios anteriores han demostrado que la lipotoxicidad desempefia un papel importante en la patogénesis de la
EHNA. Datos recientes sugieren que estan implicados lipoproteina de baja densidad (LBD) oxidada y también otros
restos lipidicos, ya que se aparecen elevados en pacientes con EHNA, si se compara con quienes padecen HGNA.

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) oxidados y sus metabolitos estan implicados en una amplia gama de
enfermedades inflamatorias, y se han descrito en la EHGNA acidos linoleicos y linolénicos autooxidados. Con la
reciente evolucion de técnicas lipiddmicas basadas en cromatografia liquida-espectrometria de masas, se ha
desarrollado un enfoque sodlido y exhaustivo para el analisis lipidomico de centenares de acidos grasos,
aciletanolaminas y eicosanoides inflamatorios, entre ellos sus numerosos metabolitos originados por una diversidad
de ciclooxigenasas, lipoxigenasas, citocromos P450 y oxidaciones no enzimaticas que producen isoprostanos, asi
como combinaciones de ello. Se ha prestado especial atenciéon a los eicosanoides y metabolitos oxigenados
relacionados, derivados del acido araquidénico (AA) y otros AGPI. Actualmente se pueden cuantificar de manera
rutinaria mas de 150 de estos metabolitos.

Los pacientes a quienes se ha diagnosticado EHNA presentan un riesgo acrecentado de desarrollar cirrosis. Hoy por
hoy no existe cura para la cirrosis, y los pacientes se encuentran limitados a tratamientos que pueden retrasar el
avance de la enfermedad, minimizar el dafio a las células hepaticas y reducir las complicaciones. El diagndstico
temprano de la EHNA puede detener la progresion de la enfermedad y evitar la progresion a cirrosis. Sin embargo,
el Unico método actualmente disponible para diagnosticar de manera fiable la EHNA es la biopsia hepatica, un
procedimiento muy invasivo.

Compendio de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para predecir o evaluar el riesgo de progresion de enfermedad
hepatica en un paciente, segun la reivindicacion 1.

Esta invencion se refiere ademas al uso de biomarcadores plasmaticos para diferenciar la esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA) del higado graso no alcohdlico (HGNA) y la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA), y
de testigos normales. En concreto, la invencion se refiere al uso de niveles plasmaticos de eicosanoides libres y
otros metabolitos de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) para diferenciar la EHNA del HGNA y de testigos
normales sin EHGNA.

Segun se argumenta en la presente memoria, la determinacion del perfil plasmatico de eicosanoides y otros AGPI
oxidados, segun la invencién, puede diferenciar entre pacientes con EHNA y pacientes con HGNA, y frente a
testigos normales con fenotipo unico (por ejemplo, con un contenido documentado de grasa hepatica inferior a 5%,
determinado por analisis de la fracciéon grasa mediante densidad de protones) (FGDP) en una determinacion basada
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en obtencion de imagenes de resonancia magnética (IRM)).

En una realizacion, la invencidon proporciona un método para predecir o evaluar el riesgo de progresion de
enfermedad hepatica en un paciente diagnosticado de enfermedad hepatica segun la reivindicacion 1, utilizando
dhk-PGD2 como marcador. El método se lleva a cabo determinando la identidad y la cantidad de uno o varios
eicosanoides libres y/o metabolitos de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en extractos lipidicos obtenidos de una
muestra de plasma procedente del paciente, y comprende medir el nivel de dhk-PGD2.

Un aumento o una disminucion en uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI en comparacion con un
testigo adecuado, segun se describe con mayor detalle en la presente memoria, son indicativos de un riesgo
acrecentado de progresion de enfermedad hepatica, contra lo cual se puede ajustar una terapia en consecuencia.

Preferiblemente, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI se miden en una muestra de plasma
procedente del paciente, de la que se han extraido lipidos que contienen las moléculas diana. Se determinan la
identidad y la cantidad de los eicosanoides y/o metabolitos de AGPI, y se comparan con sus niveles en testigos
normales.

En un aspecto de esta realizacion, la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA) es el higado graso no
alcoholico (HGNA). En otro aspecto, la EHGNA es la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA). En un aspecto adicional,
el riesgo de progresion de enfermedad hepatica es la progresion a cirrosis.

En un aspecto adicional, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI, adicionales, se seleccionan
del grupo que consiste en PGE2, tetranor-12-HETE, 15-HETE, 11,12-diHETrE, 14,15-diHETrE, 20-COOH-AA,
9-oxoODE, 12,13-EpOME o cualquier combinacion de los mismos. En un aspecto especifico, los uno o varios
eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI, adicionales, son 11,12-diHETrE y/o 20-COOH-AA o cualquier
combinacion de los mismos. En un aspecto preferido, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI
son dhk-PGD2 y 20-COOH-AA.

En un aspecto adicional, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI se miden mediante ABC-COR
(area bajo la curva de la caracteristica operativa del receptor, siglas inglesas "AUROC"). En un aspecto adicional, el
ABC-COR es aproximadamente al menos 0,8. En otro aspecto, el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,9. En
otro aspecto mas, el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,99.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un método para distinguir la esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA) del higado graso no alcohdlico en un paciente diagnosticado de enfermedad hepatica. El método
se lleva a cabo determinando la identidad y la cantidad de uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) en extractos lipidicos obtenidos de una muestra de plasma procedente del paciente.

De nuevo, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI se miden preferiblemente en una muestra de
plasma procedente del paciente, de la cual se han extraido lipidos que contienen las moléculas diana, aunque es
posible que se pueda llevar a cabo la determinacién en una muestra de plasma de la que no se han extraido lipidos.
Siempre esta comprendido en el método medir el nivel de dhk-PGD2. Se determinan la identidad y la cantidad de los
eicosanoides y/o metabolitos de AGPI, y se comparan con sus niveles en testigos normales. Un aumento o
disminucion estadisticamente significativos en los niveles de los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de
AGPI, en comparacion con testigos normales y, para la diferenciacion, con los valores obtenidos en el higado graso
no alcohdlico y la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, indican que el paciente padece EHNA. Entonces se
puede aplicar una terapia en consecuencia.

En un aspecto, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI, adicionales, se seleccionan del grupo
que consiste en PGE2, tetranor-12-HETE, 15-HETE, 11,12-diHETrE, 14,15-diHETrE, 20-COOH-AA, 9-oxoODE,
12,13-EpOME o cualquier combinacién de los mismos. En un aspecto especifico, los uno o varios eicosanoides
libres y/o metabolitos de AGPI, adicionales, son 11,12-diHETrE y/o 20-COOH-AA o cualquier combinacion de los
mismos. En un aspecto preferido, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son dhk-PGD2 y
20-COOH-AA.

En un aspecto adicional, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI se miden mediante ABC-COR.
En un aspecto adicional, el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,8. En otro aspecto, el ABC-COR es
aproximadamente al menos 0,9. En otro aspecto mas, el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,99.

En una realizacion adicional, la presente invencion proporciona un método para distinguir la esteatohepatitis no
alcoholica (EHNA) del higado graso no alcohdlico y la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, que comprende
medir el nivel de uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en lipidos
extraidos de una muestra de plasma procedente del paciente. Un aumento en los niveles de los uno o varios
eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI en comparacion con testigos normales y, para la diferenciacion, los
obtenidos en el higado graso no alcohdlico y la enfermedad hepatica grasa no alcohdlica, indica que el paciente
padece EHNA. Entonces se puede aplicar una terapia en consecuencia.
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En un aspecto, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI, adicionales, se seleccionan del grupo
que consiste en PGE2, tetranor-12-HETE, 15-HETE, 11,12-diHETrE, 14,15-diHETrE, 20-COOH-AA, 9-0xoODE y
12,13-EpOME o cualquier combinacién de los mismos. En un aspecto especifico, los uno o varios eicosanoides
libres y/o metabolitos de AGPI, adicionales, son 11,12-diHETrE y/o 20-COOH-AA. En un aspecto preferido, los uno o
varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son dhk-PGD2 y 20-COOH-AA.

En un aspecto adicional, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI se miden mediante ABC-COR.
En un aspecto adicional, el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,8. En otro aspecto, el ABC-COR es
aproximadamente al menos 0,9.

Ventajosamente, el método de la invencion permite a los médicos intervenir potencialmente en una etapa mas
temprana de la enfermedad hepatica de lo que ha sido posible hasta ahora, haciendo uso de una prueba no invasiva
y precisa indicativa de la progresion de tal enfermedad.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra metabolitos derivados del acido araquidénico. Para cada metabolito se muestran, en las tres
ramas del estudio clinico, los valores cuantitativos de acido araquidénico (AA) libre en plasma y sus metabolitos
derivados de actividades de ciclooxigenasa (COX), 5-lipoxigenasa (5-LOX), 12- y 15-lipooxigenasa (12/15-LOX) y
citocromo P450 (CYP). Los resultados se representan como diagramas de cajas y bigotes, en donde el borde inferior
de la caja indica el percentil 25, la linea dentro de la caja indica la mediana y el borde superior de la caja indica el
percentil 75. Los bigotes indican los extremos inferior y superior del intervalo de datos.

La Figura 2 muestra metabolitos derivados de sustratos alternativos. Para cada metabolito se muestran, en las tres
ramas del estudio clinico, los valores cuantitativos de acido linoleico (AL), acido a-linolénico (AAL), acido
eicosatrienoico (AET), acido eicosapentaenoico (AEP) y acido docosahexaenoico (ADH), libres en plasma, y sus
metabolitos derivados de actividades de 5-LOX, 12/15-LOX y CYP. Los resultados se muestran como diagramas de
cajas y bigotes, en donde el borde inferior de la caja indica el percentil 25, la linea dentro de la caja indica la
mediana y el borde superior de la caja indica el percentil 75. Los bigotes indican los extremos inferior y superior del
intervalo de datos.

La Figura 3 (Tabla 1) muestra las caracteristicas de referencia demograficas, clinicas, bioquimicas e histoldgicas de
los pacientes de la poblacion del estudio.

La Figura 4 (Tabla 2) muestra metabolitos eicosanoides en testigos normales en comparacion con la enfermedad
hepatica grasa no alcohdlica y en comparacion con la esteatohepatitis no alcohdlica.

La Figura 5 (Tabla 3) muestra la precision diagnéstica de los biomarcadores séricos que diferencian el HGNA de la
EHNA.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere al diagndéstico de enfermedad hepatica. Esta invencion se refiere ademas al uso de
biomarcadores plasmaticos para diferenciar la esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) del higado graso no alcohdlico
(HGNA) y de testigos normales sin enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA). Especificamente, la
invencion se refiere al uso de niveles plasmaticos de eicosanoides libres y otros metabolitos de acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) para diferenciar la EHNA del HGNA y de testigos normales sin EHGNA. Los métodos
reivindicados siempre implican medir el nivel de dhk-PGD2. Los métodos descritos en los pasajes de la descripcion
que sigue, si no comprenden medir el nivel de dhk-PGD2, figuran solamente con fines de referencia.

Antes de describir las presentes composiciones y métodos, debe entenderse que esta invencion no esta limitada a
composiciones, métodos y condiciones experimentales particulares descritas, ya que tales composiciones, métodos
y condiciones pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene
Unicamente el propésito de describir realizaciones particulares, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la
presente invencion estara limitado exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas.

Segun se utilizan en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un/uno/una" y "el/la/lo" incluyen referencias plurales salvo que el contexto indique claramente otra cosa. Asi pues,
por ejemplo, las referencias a "el método" incluyen uno o varios métodos y/o pasos del tipo descrito en la presente
memoria, que resultaran evidentes para los expertos en la materia al leer esta descripcion, etc.

Salvo que se definan de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que esta invencién pertenece.
Aunque en la practica o prueba de la invencion se pueden emplear cualesquiera métodos y materiales similares o
equivalentes a los descritos en la presente memoria, se describiran ahora los métodos y materiales preferidos. Las
definiciones expuestas en lo que sigue se facilitan para la mejor comprension de la descripcion, pero de ninguna
manera se considerara que suplantan la comprension de los términos sostenida por los expertos ordinarios en la
técnica.
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Enfermedad hepatica

Una enfermedad hepatica es un tipo de lesion o enfermedad del higado. Existen mas de cien tipos de enfermedades
hepaticas. Las mas difundidas son las siguientes: fascioliasis; hepatitis; hepatopatia alcohdlica; enfermedad hepatica
grasa; cirrosis; colangitis hepatica, biliar, esclerosante; necrosis centrilobular; sindrome de Budd-Chiari; hepatopatias
hereditarias (hemocromatosis, que implica la acumulacion de hierro en el organismo, y enfermedad de Wilson);
amiloidosis hereditaria relacionada con transtirretina; y sindrome de Gilbert.

Segun se emplea en la presente memoria, la expresion "enfermedad hepatica" se refiere a cualquier enfermedad o
trastorno que afecta al higado. Los ejemplos de enfermedad hepatica incluyen, entre otros, sindrome de Alagille;
hepatopatia relacionada con el alcohol; deficiencia de antitripsina alfa-1; hepatitis autoinmune; tumores hepaticos
benignos; atresia biliar; cirrosis; galactosemia; sindrome de Gilbert; hemocromatosis; hepatitis A; hepatitis B;
hepatitis C; carcinoma hepatocelular; encefalopatia hepatica; quistes hepaticos; cancer de higado; ictericia del recién
nacido; enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (que incluye el higado graso no alcohdlico y la esteatohepatitis no
alcohodlica); cirrosis biliar primaria (CBP); colangitis esclerosante primaria (CEP); sindrome de Reye; enfermedad de
almacenamiento de glucégeno tipo | y enfermedad de Wilson.

Enfermedad hepatica grasa no alcohdlica

La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA) es una de las causas del higado graso, que se produce
cuando se deposita grasa en el higado sin que sea debido al consumo excesivo de alcohol. La EHGNA esta
relacionada con la resistencia a la insulina y el sindrome metabdlico, y puede responder a tratamientos originalmente
desarrollados para otros estados resistentes a la insulina (por ejemplo, la diabetes mellitus tipo 2), tales como la
pérdida de peso, la metformina y las tiazolidindionas. La EHGNA se puede subclasificar en esteatohepatitis no
alcohodlica (EHNA) e higado graso no alcohdlico (HGNA). La EHNA es la forma mas extrema de EHGNA, y se
considera como una causa importante de cirrosis hepatica de origen desconocido.

La mayoria de los pacientes aquejados de EHGNA presentan pocos o ningln sintoma. Los pacientes pueden
quejarse de fatiga, malestar general y molestias abdominales sordas en el cuadrante superior derecho. Puede
apreciarse ictericia leve, aunque es raro. Mas comunmente, se diagnostica EHGNA después de resultados
anormales en la funcién hepatica durante analisis rutinarios de sangre. La EHGNA se asocia con resistencia a la
insulina y sindrome metabdlico (obesidad, hiperlipidemia combinada, diabetes mellitus (tipo 1l) e hipertension
arterial).

Son hallazgos habituales enzimas hepaticas elevadas y una ecografia hepatica que revela esteatosis. También se
puede realizar una ecografia para excluir problemas de calculos biliares (colelitiasis). Una biopsia (examen de tejido)
hepatica es la Unica prueba de la que se acepta ampliamente que distingue definitivamente la EHNA de otras formas
de enfermedad hepatica, y que se puede utilizar para evaluar la gravedad de la inflamacion y la fibrosis resultante.

Higado graso no alcohdlico

El higado graso no alcohdlico (HGNA) es un tipo de EHGNA, y se trata de una afeccion en la cual se acumula grasa
en las células hepaticas. El HGNA presenta un riesgo minimo de progresar hasta cirrosis. El higado graso simple
generalmente no dafa el higado, pero es una afeccion que se puede identificar mediante biopsia hepatica. El higado
graso simple no esta asociado con otras anomalias hepaticas, tales como cicatrizacién o inflamacién. Es un hallazgo
comun en pacientes con gran sobrepeso o que padecen diabetes mellitus. Un paciente tiene un higado graso
cuando la grasa constituye como minimo 5% del higado.

Esteatohepatitis no alcohdlica

La esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) es una hepatopatia comun, a menudo "silenciosa". La principal
caracteristica de la EHNA es la presencia de grasa en el higado, junto con inflamacion y lesion. La mayoria de las
personas con EHNA se sienten bien y no son conscientes de que tienen un problema hepatico. Sin embargo, la
EHNA puede ser grave y puede conducir a la cirrosis, en la cual el higado queda dafado y cicatrizado de manera
permanente, y ya no puede funcionar adecuadamente.

Generalmente se sospecha por primera vez EHNA en una persona en la que se observan elevaciones en los
resultados de las pruebas hepaticas que se incluyen en los paneles de analisis rutinarios de sangre, tales como la
alanina aminotransferasa (ALT) o la aspartato aminotransferasa (AST). Cuando examenes adicionales no revelan
ninguna razén aparente para la enfermedad hepatica y cuando las radiografias o los estudios del higado mediante
imagenes evidencian grasa, se sospecha EHNA. La Unica manera de proporcionar un diagnéstico definitivo de
EHNA vy distinguirla del higado graso simple es una biopsia hepatica. Se diagnostica EHNA cuando en la biopsia se
observa grasa junto con inflamacion y lesion de las células hepaticas. Si el tejido muestra grasa sin inflamacion y
lesion, se diagnostica HGNA o EHGNA. En la actualidad, ningun analisis de sangre ni exploracién puede
proporcionar esta informaciéon de manera fiable.

Eicosanoides
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Los eicosanoides son moléculas sefializadoras originadas por la oxidacion de acidos grasos de 20 carbonos, tales
como el acido araquidonico u otros acidos grasos poliinsaturados (AGPI). Ejercen un control complejo sobre muchos
sistemas del organismo; principalmente en el crecimiento, durante y después de la actividad fisica, la inflamacién o
la inmunidad, tras la ingesta de compuestos toxicos y patégenos, y como mensajeros en el sistema nervioso central.
Los eicosanoides incluyen las prostaglandinas, prostaciclina, tromboxano, leucotrienos y otros metabolitos formados
por la adicién enzimatica o no enzimatica de oxigeno a los AGPI.

Los eicosanoides se derivan de acidos grasos omega-3 (w-3) o de acidos grasos omega-6 (w-6). En general, los
eicosanoides w-6 son proinflamatorios; los w-3 lo son en mucha menor medida o incluso pueden ser
antiinflamatorios. Las cantidades y el balance de estas grasas en la dieta de una persona afectaran a las funciones
controladas por eicosanoides en el organismo, con efectos sobre la enfermedad cardiovascular, los triglicéridos, la
tension arterial y la artritis. Medicamentos antiinflamatorios tales como la aspirina y otros AINE actuan reduciendo la
sintesis de eicosanoides.

Existen multiples subfamilias de eicosanoides, entre ellas las prostaglandinas, por ejemplo prostaciclinas,
tromboxanos, lipoxinas y leucotrienos. Dentro de cada una existen dos o tres series separadas, derivadas de un
acido graso esencial (AGE) w-3 o de uno w-6. Las distintas actividades de estas series explican en gran medida los
efectos de las grasas w-3 y w-6 sobre la salud.

Acido graso poliinsaturado

Los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) son acidos grasos que contienen mas de un doble enlace en su esqueleto.
Esta clase incluye muchos compuestos importantes, tales como los acidos grasos esenciales. Los acidos grasos
poliinsaturados se pueden clasificar en distintos grupos, dependiendo de su estructura quimica: polienos
interrumpidos con metileno, acidos grasos conjugados y otros AGPI. Los AGPI incluyen otros acidos grasos aparte
de los que contienen 20 carbonos ("eicosa"), tales como el acido linoleico y el acido linolénico, que contienen 18
carbonos, y el acido docosapentaenoico (ADP) y el acido docosahexaenoico (ADH), que contienen 22 carbonos,
pero también metabolitos del acido araquidonico y otros acidos grasos de 20 carbonos tales como el acido
eicosatrienoico (AET) y el acido eicosapentaenoico (AEP) derivados de oxidaciones por ciclooxigenasas,
lipoxigenasas, citocromo P450, y oxidaciones no enzimaticas. Los ejemplos de enzimas que actdan sobre el acido
araquidoénico y otros AGPI para producir AGPI incluyen, como se sabe, COX, 5-LOX, 12/15-LOX y CYP. Los AGPI
también pueden sufrir oxidaciéon no enzimatica.

Los ejemplos de eicosanoides libres y metabolitos de AGPI incluyen, pero sin estar limitados a estos, PGE2
(prostaglandina E2), dhk-PGD2 (13,14-dihidro-15-cetoprostaglandina D2, por sus siglas en inglés), tetranor-12-HETE
(2,3,4,5-tetranor-12(R)-HETE), 15-HETE (acido 15-hidroxi-52,8Z,11Z,13E-eicosatetraenoico), 11,12-diHETrE (acido
11,12-dihidroxi-eicosatrienoico), 14,15-diHETrE (acido 14,15-dihidroxi-5,8,11-icosatrienoico), 20-COOH-AA (acido
20-carboxiaraquidénico), 9-oxoODE (acido 9-oxooctadecadienoico), 12,13-EpOME (12(13)-isoleucotoxina), TxB2
(tromboxano B2), 12-HHTrE (acido 12-hidroxiheptadecatrienoico), 11-HETE (acido 11-hidroxi-5Z,8Z,12E,14Z-
eicosatetraenoico), 5-HETE (acido 5-hidroxi-6E,8Z,11Z,14Z-eicosatetraenoico), 5,6-diHETrE (acido 5,6-dihidroxi-
8Z,11Z,14Z-eicosatrienoico), 14,15-diHETrE (acido 14,15-dihidroxi-5,8,11-eicosatrienoico), 13-HODE (acido
13-hidroxioctadecadienoico), 9-HODE (acido 9-hidroxioctadecadienoico), 9,10-EpOMe, 9,10-diHOME (el diol
resultante de la apertura de (+)12,13-EpOME por la epdxido hidrolasa soluble), 12,13-diHOME, 9-HOTrE, 15-HETrE
(acido  15S-hidroxi-8Z,11Z,13E-eicosatrienoico), 12-HEPE (acido 12-hidroxi-5,8,10,14,17-icosapentaenoico),
14-HDoHE (acido 14-hidroxidocosahexaenoico), 16-HDoHE (acido 16-hidroxidocosahexaenoico) y 19,20-DiHDPA
(acido 19,20-dihidroxi-42,72,10Z,13Z,16Z-docosapentaenoico), acido linoleico (AL) libre en plasma, &acido
a-linolénico (AAL), acido eicosatrienoico (AET), acido eicosapentaenoico (AEP) y acido docosahexaenoico (ADH) y
sus metabolitos derivados de 5-LOX, 12/15-LOXy CYP.

La presente invenciéon también proporciona un método para predecir o evaluar el riesgo de progresion de
enfermedad hepatica en un paciente diagnosticado de enfermedad hepatica, que comprende medir en el plasma del
paciente el nivel de uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de acidos grasos poliinsaturados (AGPI), en
donde un aumento en los eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI o una disminucion en uno o varios
especificos, a causa de la conversion, que podria incluir la oxidacién, a un eicosanoide o AGPI distinto, son
indicativos de un riesgo acrecentado de progresion de enfermedad hepatica. En un aspecto, la enfermedad hepatica
grasa no alcohdlica (EHGNA) es un higado graso no alcohdlico (HGNA). En otro aspecto, la EHGNA es
esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA).

En un aspecto particularmente util, se muestra en la presente memoria que la determinacion del perfil de
eicosanoides en plasma puede diferenciar entre HGNA y EHNA. Segun se describe a continuacion en los Ejemplos,
se han identificado varios restos eicosanoides que eran significativamente distintos entre la normalidad, el HGNA y la
EHNA, los valores de 11,12-diHETrE, dhk-PGD2 y 20-COOH-AA eran muy elevados en pacientes con EHNA, en
comparacion con el HGNA y en comparacion con testigos normales, de una manera dependiente de la dosis. Estos
datos proporcionan evidencia de que 11,12-diHETrE, dhk-PGD2 y 20-COOH-AA son los principales biomarcadores
eicosanoides candidatos para el diagndstico no invasivo de EHNA.
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Estos resultados difieren de resultados anteriormente publicados, en los que solo se habian medido metabolitos que
estaban presentes en su forma libre y sin tratamiento con KOH. Aunque los niveles de eicosanoides libres son muy
inferiores a los de eicosanoides esterificados a lipidos, este enfoque capta muchos mas metabolitos y permite una
estrategia de determinacion del perfil mucho mas amplia. También evita la destruccion de algunos eicosanoides y
AGPI debido al tratamiento con bases o acidos, que es un paso esencial en el analisis de eicosanoides esterificados
a lipidos. En la EHGNA, el metabolismo lipidico normal esta alterado, lo que lleva a niveles acrecentados de acidos
grasos libres y de sintesis de triglicéridos. Se ha demostrado que los acidos grasos libres provocan hepatotoxicidad
y pueden estimular la progresion de HGNA a EHNA a través de varios mecanismos. Pueden ser directamente
citotoxicos y estimular la produccion de rutas inflamatorias en hepatocitos. Estos acidos grasos sirven también como
precursores de eicosanoides inflamatorios. Es congruente con ello que los niveles plasmaticos de varios AGPI libres
eran consistentemente mas altos en el HGNA y la EHNA, en comparacién con testigos sanos (Figuras 1y 2).

Sin embargo, no existian diferencias entre el HGNA y la EHNA, lo que sugiere que los acidos grasos libres
plasmaticos no son buenos marcadores para diferenciar entre las distintas fases de la EHGNA. Por el contrario, su
conversion en eicosanoides puede constituir un mecanismo critico en la progresiéon de la enfermedad, y el analisis
de los niveles de eicosanoides, en lugar de los niveles de acidos grasos, puede ser una herramienta clinica util para
discriminar entre HGNA y EHNA.

Los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI pueden seleccionarse del grupo que consiste en
PGE2, dhk-PGD2, tetranor-12-HETE, 15-HETE, 11,12-diHETrE, 14,15-diHETrE, 20-COOH-AA, 9-oxoODE,
12,13-EpOME o cualquier combinacién de los mismos. En un aspecto especifico, los uno o varios eicosanoides
libres y/o metabolitos de AGPI son 11,12-diHETrE, dhk-PGD2 y/o 20-COOH-AA o cualquier combinacién de los
mismos. En un aspecto preferido, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son dhk-PGD2 y
20-COOH-AA. En otro aspecto preferido, los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son
20-COOH-AA.

El método se lleva a cabo determinando el nivel de uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de acidos
grasos poliinsaturados (AGPI) en una muestra del plasma de un paciente. Segin se emplea en la presente memoria,
el término "muestra" se refiere a cualquier muestra biolégica de un paciente. Los ejemplos incluyen, pero sin estar
limitados a ello, saliva, cabello, piel, tejido, esputo, sangre, plasma, suero, vitreo, liquido cefalorraquideo, orina,
esperma y células.

Se extraen lipidos de la muestra de plasma, como se detalla adicionalmente en los Ejemplos. Primeramente se
determinan la identidad y la cantidad de eicosanoides y/o metabolitos de AGPI en los lipidos extraidos y después se
comparan con testigos adecuados. La determinacion se puede realizar mediante cualquier técnica de ensayo de
lipidos adecuada, preferiblemente una que tenga alta productividad; por ejemplo el analisis espectrofotométrico (tal
como el método colorimétrico de evaluacion por sulfo-fosfovainillina (SPV, por sus siglas en inglés) de Cheng et al.,
Lipids, 46(1):95-103 (2011)). Los expertos en la técnica conoceran otros métodos analiticos adecuados para la
deteccion y cuantificacion del contenido lipidico, entre ellos, sin limitacion, ELISA, RMN, UV-Vis o cromatografia
gas-liquido, CLAR, UCLAR y/o EM o RIE, métodos basados en enzimas y métodos cromogénicos. La extraccion de
lipidos también se puede realizar mediante diversos métodos conocidos en la técnica, entre ellos el método
convencional para muestras liquidas descrito en Bligh y Dyer, Can J Biochem Physiol., 37, 911 (1959).

Para la determinacién general de la progresion de la enfermedad hepatica, se pueden comparar con valores de
referencia normales los valores obtenidos. Para distinguir la esteatohepatitis no alcohélica (EHNA) del higado graso
no alcohdlico (HGNA) en un paciente con diagnostico de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA); p. €.,
para establecer EHNA o cirrosis y/o para diferenciar entre EHNA y HGNA. Los testigos pueden incluir testigos
normales. Un aumento en los eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI en comparaciéon con los testigos es
indicativo de un riesgo acrecentado de progresion de enfermedad hepatica y/o de la diferenciacion deseada de la
EHNA, contra lo cual se puede aplicar una terapia en consecuencia, En algunos casos se puede presentar una
disminucidon en uno o varios eicosanoides y/o AGPI, si un metabolito normal es oxidado o convertido en otro
metabolito.

Los niveles de eicosanoides libres y metabolitos de AGPI se expresan como ABC-COR (Area bajo la curva de la
caracteristica operativa del receptor). El ABC-COR se determina midiendo los niveles de eicosanoides libres y
metabolitos de AGPI mediante la dilucién de is6topos estables. Resumiendo, se agregan cantidades idénticas de
patrones internos deuterados a cada muestra y a todos los patrones primarios utilizados para generar curvas patron.
Se calculan los niveles de eicosanoides y metabolitos de AGPI determinando las relaciones entre el metabolito
enddgeno y los patrones internos deuterados correspondientes. Por regresion lineal se convierten las proporciones
en cantidades absolutas. Mediante analisis estadisticos, entre ellos la prueba de chi-cuadrado, la prueba de t y el
ABC-COR, se evallan los metabolitos eicosanoides individuales para determinar el rendimiento de las pruebas de
diagnéstico y la capacidad para diferenciar entre HGNA y EHNA.

Un riesgo acrecentado de progresion de enfermedad hepatica viene determinado por valores de ABC-COR de al
menos 0,8, aproximadamente al menos 0,9, aproximadamente al menos 0,95, aproximadamente al menos 0,96,
aproximadamente al menos 0,97, aproximadamente al menos 0,98, aproximadamente al menos 0,99 o 1,0.
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En los siguientes ejemplos se ilustra adicionalmente la invencién en todos sus aspectos. Sin embargo, los ejemplos
no limitan el alcance de la invencioén, que esta definido por las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplo 1
Datos demograficos de cohorte

Este estudio incluyd 19 pacientes con EHGNA (10 casos de HGNA y 9 casos de EHNA) y 10 testigos normales sin
EHGNA. En la Tabla 1 se describen las caracteristicas de referencia detalladas, que incluyen datos demograficos,
de indice de masa corporal (IMC), pruebas bioquimicas, perfil lipidico, FGDP-IRM para los testigos y datos de
biopsias hepaticas de pacientes con EHGNA. Los testigos sin EHGNA eran mas jévenes, tenian un IMC mas bajo y
niveles séricos mas bajos de ALT, AST, GGT, glucosa e insulina, como era de esperar. Los resultados de las
pruebas de rutina relacionadas con el higado y metabdlicas no difirieron significativamente entre el HGNA y la EHNA
(Tabla 1), salvo para los ftriglicéridos en plasma, que fueron ligeramente mas altos en pacientes con EHNA.
Comparados con pacientes aquejados de HGNA, los pacientes con EHNA tenian una histologia hepatica mas grave,
con mayor grado de esteatosis, degeneracion en globo, inflamacion lobular y fibrosis.

Ejemplo 2
Determinacion del perfil lipiddmico de AGPI y metabolitos

No existen en la actualidad biomarcadores no invasivos con suficiente especificidad para distinguir EHNA de otros
estados de higado graso. La biopsia hepatica sigue siendo el punto de referencia para identificar de manera fiable
HGNA y EHNA, pero el procedimiento es invasivo y conlleva ciertos riesgos. Por tanto, existe una gran demanda en
la comunidad clinica para desarrollar procedimientos no invasivos capaces de caracterizar y estadificar con precision
la EHGNA, ya que ello proporciona informacion valiosa sobre las opciones de tratamiento y el prondstico. La
inflamacion y el estrés oxidativo contribuyen a la progresion de la enfermedad desde la esteatosis, que tiene unas
consecuencias relativamente benignas, hasta la EHNA, que presenta riesgo de cirrosis y carcinoma hepatocelular.
En este caso se utilizaron cromatografia de liquidos y espectrometria de masas para determinar el perfil de, y
cuantificar, lipidos bioactivos y productos de peroxidacion lipidica en circulacién que son caracteristicos de la
inflamacién hepatica en pacientes con NASH.

Se determinaron los perfiles completos de eicosanoides y se evaluaron los niveles plasmaticos de eicosanoides
libres derivados del acido araquiddnico (20:4 w6) y acidos grasos poliinsaturados (AGPI) relacionados, incluido el
acido linoleico (18:2 w6), acido a-linolénico (18:3 w3), acido dihomo-gamma-linolénico (20:3 w6), acido
eicosapentaenoico (20:5 w3) y acido docosahexaenoico (22:6 w3), en cohortes bien caracterizadas de pacientes
con sospecha de HGNA o EHNA, estratificados segun sus puntuaciones de biopsia hepatica (Tabla 1). El perfil
inicial de eicosanoides comprendia 158 metabolitos individuales que la plataforma analitica de los autores de la
presente invencion puede medir de manera fiable. De estos, 26 eicosanoides estaban presentes a niveles medibles
en las muestras de plasma de testigos, de HGNA o de EHNA (Tabla 2). Estos mediadores se generan a través de
complejos mecanismos biosintéticos y multiples rutas de modificacién y degradacion (27). Como se aprecia en las
Figuras 1 y 2, en las muestras de testigo, de HGNA y de EHNA estaban presentes, en cantidades diversas,
eicosanoides derivados de las tres rutas enzimaticas principales, la ruta de la ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2), la
ruta de la lipoxigenasa (5-LOX, 12-LOX y 15-LOX) y la ruta del citocromo P450 (CYP). En las muestras de testigos
se detectaron a niveles bajos tromboxano B2 (TXBy), derivado de la COX, y acido 12-hidroxiheptatrienoico (12-
HHTrE), uno de los metabolitos primarios del AA producidos por la tromboxano sintasa en plaquetas humanas, pero
eran significativamente superiores tanto en muestras de HGNA como de EHNA; sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre el HGNA y la EHNA. Por el contrario, la prostaglandina E, (PGE:) era elevada
solamente en las muestras de EHNA, y no se observaron diferencias entre los testigos y el HGNA (Figura 1). No se
detectd prostaglandina D, (PGDz) en ninguna de las muestras, pero el producto de degradacion 13,14-dihidro-15-
ceto-PGD, (dhk-PGDy) era significativamente mayor en la EHNA en comparacion con el HGNA (valor de p <0,0011)
o los testigos (valor de p <0,0002) (Figura 1).

También estaban incrementados en la EHGNA los metabolitos derivados de LOX. Es de destacar que, mientras que
los productos derivados del AA por las vias de 5-LOX y 12/15-LOX aparecen como los mas elevados en el HGNA
(Figura 1), los metabolitos de AGPI relacionados, entre ellos acido linoleico, acido a-linolénico, acido dihomo-
gamma-linolénico, AEP y ADH eran generalmente mas elevados en la EHNA (Figura 2). Analogamente, los
metabolitos derivados del AA por la via CYP estaban predominantemente elevados en la EHNA, pero no
presentaban cambios en el caso del HGNA en comparacion con los testigos sanos (Figuras 1y 2). En particular, el
acido 11,12-dihidroxieicosatrienoico (11,12-diHETrE) y el acido 14,15-dihidroxieicosatrienoico (14,15-diHETrE)
estaban significativamente elevados en la EHNA en comparacion con el HGNA o los testigos. Estos metabolitos se
producen por la accion de la epdxido hidrolasa soluble (EHs) sobre acidos epoxieicosatrienoicos, que son los
productos primarios de la via de la epoxigenasa CYP sobre el sustrato inicial AA. Se han atribuido a los acidos
epoxieicosatrienoicos una serie de efectos bioldgicos, entre ellos vasodilatacion cardioprotectora, acciones
antimigratorias sobre los leucocitos y acciones antiinflamatorias. La conversién de los epdxidos a sus dioles
correspondientes por parte de la EHs disminuye sus niveles funcionales y, con ello, disminuye los beneficios para la
salud asociados. De manera similar, se ha informado de que el acido 20-hidroxieicosatetraenoico (20-HETE), un
metabolito del AA sintetizado por la ruta de la hidroxilasa CYP, posee importantes propiedades vasoactivas. En las
muestras de EHNA no se detectdé 20-HETE en el plasma, pero si se encontré un aumento constante del acido
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20-carboxiaraquidénico (20-COOH-AA), aunque sin alcanzar significacion estadistica en este conjunto de muestras,
en particular al comparar el HGNA con la EHNA (Tabla 2). La conversion de 20-HETE a 20-COOH-AA es catalizada
por enzimas CYP, y es responsable de la reduccion de la bioactividad.

Ejemplo 3
Identificacion de un panel de eicosanoides como herramienta diagnoéstica para detectar EHNA

Basandose en la Tabla 2, se encontré que nueve biomarcadores eran significativos en la evaluacion de la EHGNA.
Se evaluaron, utilizando ABC-COR, sus rendimientos individuales como prueba diagndstica, que se exponen en la
Tabla 3. El mejor candidato como biomarcador Unico para diferenciar el HGNA de la EHNA fue 11,12s-diHETrE, con
un ABC-COR de 1. Ademas, se encontré que un panel que comprende dhk-PGD2 y 20-COOH-AA tiene un
ABC-COR de 1.

Ejemplo 4
Métodos

Disefio del estudio y participantes. Este estudio consistié en un analisis transversal derivado de un estudio anidado
prospectivo de casos y testigos, que incluia tres grupos de pacientes con fenotipo Unico: pacientes aquejados de
EHGNA (tanto EHNA como HGNA) comprobada por biopsia, y testigos normales sin EHGNA. Todos los
participantes habian sido derivados desde la UCSD NASDD Research Clinic, y fueron atendidos entre enero de
2011 y noviembre de 2012 (18-20). Todos los participantes proporcionaron un consentimiento informado por escrito
y se sometieron a una consulta de investigacion clinica estandarizada y detallada que incluia historial médico,
historial de consumo de alcohol y su cuantificacién (utilizando el cuestionario AUDIT y de Skinner), examen fisico,
antropometria, pruebas bioquimicas en ayunas, asi como la exclusion detallada de otras causas de enfermedad
hepatica (véanse a continuacion los criterios de inclusion y exclusion). Se obtuvo una muestra de plasma en ayunas
la mafiana de la consulta de investigacion clinica y se almacend en un congelador a -80 °C ubicado en la UCSD
NAFLD Translational Research Unit.

Descripcion de la cohorte. Todos los casos de EHGNA incluidos en este estudio presentaban un diagnostico de
EHGNA confirmado por biopsia hepatica. La biopsia fue puntuada por un patélogo hepatico experimentado, que
carecia de acceso a los datos clinicos, lipidémicos y de imagenes. Para puntuar las biopsias se utilizo el sistema de
puntuacion histolégica NASH CRN. Se registré en todos los pacientes la puntuacion de actividad de EHGNA (NAS,
por sus siglas en inglés) y las puntuaciones de fibrosis. La puntuacion NAS abarca de 0 a 8 y es la suma del grado
de esteatosis (de 0 a 3), inflamacion lobular (de 0 a 3) y degeneracion hepatocelular en globo (de 0 a 2). La fibrosis
hepatica abarca de 0 a 4, siendo 0 la ausencia de fibrosis y 4 la cirrosis.

Definicion de EHNA. Se clasificaron como aquejados de EHNA los pacientes con EHGNA confirmada por biopsia
que presentaban esteatosis macrovesicular predominantemente de zona 3 e inflamacién lobular y presencia de
degeneracion en globo clasica.

Criterios de inclusion y exclusion para la EHGNA. Los criterios de inclusion incluian una edad minima de 18 afios
durante el proceso de consentimiento, capacidad y voluntad de dar consentimiento informado por escrito, un historial
minimo o nulo de consumo de alcohol congruente con EHGNA (véanse los criterios de exclusion) y obtenciéon de
plasma dentro de los 90 dias posteriores a la biopsia hepatica. Los criterios de exclusion incluian pruebas clinicas o
histolégicas de hepatopatia alcohdlica: consumo regular y excesivo de alcohol dentro de los 2 afios anteriores a la
entrevista, definido como una ingesta de alcohol superior a 14 "bebidas" por semana en un hombre o mas de 7
"bebidas" por semana en una mujer. Alrededor de 10 g de alcohol equivalen a una "unidad de bebida". Una unidad
equivale a 30 ml (1 onza) de licor destilado, una cerveza de 355 ml (12 onzas) o un vaso de vino de 120 ml (4
onzas), causas secundarias de esteatosis hepatica, entre ellas anteriores intervenciones quirlrgicas, cirugia
bariatrica, nutricion parenteral total, sindrome del intestino corto, medicamentos esteatogénicos, evidencia de
hepatitis B cronica, sefialada por la presencia de HBsAg en el suero, evidencia de hepatitis C crénica, sefialada por
la presencia de ARN anti-VHC o ARN de VHC en el suero, evidencia de otras causas de enfermedad hepatica, tales
como la deficiencia de antitripsina alfa-1, enfermedad de Wilson, enfermedad por almacenamiento de glucdgeno,
disbetalipoproteinemia, hemocromatosis fenotipica conocida, hepatopatia autoinmune o lesiéon hepatica inducida por
farmacos, o enfermedad sistémica subyacente concomitante que, en opinién del investigador, pudiera interferir en el
estudio.

Definicion de testigos normales. El aspecto novedoso de este estudio era la inclusiéon de un grupo testigo normal sin
EHGNA, singularmente bien caracterizado. Se clasifico a los participantes como normales sin EHGNA gracias a la
cuantificacion precisa de la grasa hepatica, por una fraccion de grasa obtenida por FGDP-IRM inferior a 5% (18, 20).
La biopsia hepatica no es ética en individuos normales. Otras medidas no invasivas, tales como las ecografias y la
tomografia computarizada, son inexactas y carecen de sensibilidad, especialmente con una fraccién de grasa
hepatica entre 1 y 10%. Por lo tanto, en este estudio se utilizé6 FGDP-IRM para el diagnéstico preciso de ausencia de
esteatosis hepatica (Noureddin ef al., Hepatology (2013), 58:1930). La FGDP-IRM es sumamente precisa, sensible,
reproducible y exacta.
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Criterios de inclusion y exclusién para la cohorte de testigos normales (sin EHGNA). Los criterios de inclusion en el
grupo testigo sano (sin EHGNA) incluian (1) edad superior a 18 afios; (2) FGDP-IRM hepatica <5%; y (3) carencia de
antecedentes conocidos de enfermedad hepatica. Los criterios de exclusion incluian (1) edad inferior a 18 afos; (2)
enfermedad sistémica significativa; (3) incapacidad para someterse a IRM; y (4) evidencia de posible enfermedad
hepatica, incluida cualquier biopsia hepatica previa, antigeno superficial de hepatitis B positivo, ARN virico de
hepatitis C o serologias autoinmunes, deficiencia de antitripsina alfa-1, pruebas genéticas de hemocromatosis o
ceruloplasmina baja.

Extraccion de lipidos. Se obtuvieron dentro de los 90 dias posteriores a la biopsia hepatica muestras de plasma para
la determinacion del perfil lipidémico y la FGDP-IRM, para los casos y los testigos, respectivamente. Todas las
muestras de plasma se almacenaron a -80 °C, se descongelaron de una vez y se utilizaron inmediatamente para
aislar acidos grasos y eicosanoides libres como se ha descrito con anterioridad. Resumiendo, se afiadio un coctel de
26 patrones internos deuterados (adquiridos individualmente a Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI) a 50 ul de
plasma, y con metanol al 10% se llevé a un volumen de 1 ml. Después se purificaron las muestras mediante
extraccion en fase soélida sobre columnas Strata-X (Phenomenex, Torrance, CA), utilizando un procedimiento de
activacion consistente en lavados consecutivos con 3 ml de metanol al 100% seguidos de 3 ml de agua. Se eluyeron
luego los eicosanoides con 1 ml de metanol al 100%, se secd a vacio el eluyente y se disolvié en 50 pl de tampodn A,
compuesto por agua/acetonitrilo/acido acético 60/40/0,02 = 60/40/0,02 (v/v/v), y se utilizé inmediatamente para el
analisis, de la manera siguiente: para el analisis de acidos grasos libres se afiadieron patrones de acidos grasos
deuterados a 50 pl de plasma, y se aislaron los acidos grasos libres mediante extraccion selectiva con metanol e
isooctano. Se derivatizaron los acidos grasos extraidos y se analizaron mediante cromatografia de gases y
espectrometria de masas, de la manera descrita (Dumlao et al. (2011), 1811:724).

Cromatografia liquida de fase inversa y espectrometria de masas. Se analizaron y se cuantificaron los eicosanoides
en plasma mediante cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (CL-EM/EM). Resumiendo, se
separaron los eicosanoides mediante cromatografia de fase inversa utilizando una columna BEH Shield de 1,7 pm,
2,1x100 mm (Waters, Milford, MA) y un sistema Acquity UPLC (Waters, Milford, MA). Se equilibré la columna con
tampon A y se inyectaron 5 yl de muestra por medio del inyector automatico. Se eluyeron las muestras con un
gradiente escalonado que comenzaba con 100% de tampdn A durante 1 minuto, luego cambiaba a 50% de tampdn
B (compuesto por 50% de acetonitrilo, 50% de isopropanol y 0,02% de acido acético) en el transcurso de 3 minutos,
y después hasta 100% de tampdn B en el transcurso de 1 minuto. La cromatografia liquida estaba interconectada
con una fuente de iones lonDrive Turbo V, y se realizé un analisis por espectrometria de masas en un espectrometro
de masas de triple cuadrupolo AB SCIEX 6500 QTrap (AB SCIEX, Framingham, MA). Se midieron los eicosanoides
utilizando ionizacion por electropulverizacion en modo de ion negativo y seguimiento de multiples reacciones (MRM,
por sus siglas en inglés) utilizando las transiciones de ion precursor/ion producto mas abundantes y especificas,
para construir un método de adquisicion capaz de detectar 158 analitos y 26 patrones internos. Se fijo en =4.500 V el
voltaje de pulverizacion de iones a una temperatura de 550 °C. La activacion colisional de los iones precursores de
los eicosanoides se logré con nitrégeno como gas de colision, estando el potencial de disgregacion, el potencial de
entrada y la energia de colision optimizados para cada metabolito. Se identificaron los eicosanoides haciendo
coincidir su sefial de MRM vy el tiempo de retencién cromatografico con los de patrones idénticos puros.

Cuantificacion de lipidos. Se cuantificaron eicosanoides y acidos grasos libres mediante el método de diluciéon con
isétopo estable. Resumiendo, se agregaron cantidades idénticas de patrones internos deuterados a cada muestra y
a todos los patrones primarios utilizados para generar curvas patron. Para calcular la cantidad de eicosanoides y
acidos grasos libres en una muestra se calcularon las proporciones entre las areas de pico del metabolito endégeno
y los patrones internos deuterados correspondientes. Se convirtieron las proporciones en cantidades absolutas
mediante analisis de regresion lineal de curvas patron generadas en condiciones idénticas.

Analisis estadistico. Se utilizé la prueba de chi-cuadrado (x?) para comparar entre variables categoricas, y la prueba
de la t para comparar entre variables continuas. Se examinaron las diferencias en los perfiles plasmaticos de
eicosanoides entre los testigos normales, los pacientes con HGNA leve comprobado por biopsia y los pacientes con
EHNA comprobada por biopsia. Por ultimo, se examind la precisién diagnodstica de nueve biomarcadores que
proporcionaban diferencias significativas, como biomarcadores para diferenciar el HGNA de la EHNA. Se considero
estadisticamente significativo un valor de p de dos colas 0,05. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
paquete de software estadistico SAS version 9.4 (Cary, NC, SAS Inc.).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir o evaluar el riesgo de progresion de enfermedad hepatica en un paciente diagnosticado
de enfermedad hepatica, que comprende medir el nivel de dhk-PGD2 en una muestra de sangre, suero o plasma
aislada del paciente, en donde un aumento o una disminuciéon de dhk-PGD2 en comparacion con testigos normales
son indicativos de un riesgo acrecentado de progresion de enfermedad hepatica.

2. El método segun la reivindicacion 1, que comprende (a) extraccion de lipidos de la muestra de sangre, suero o
plasma; (b) identificacion y cuantificacion del nivel de dhk-PGD2 en los lipidos extraidos; y (c) comparacion de los
niveles determinados con los de un testigo normal, en donde un aumento o una disminucién de dhk-PGD2 en
comparacion con los testigos son indicativos de un riesgo acrecentado de progresion de enfermedad hepatica.

3. El método segun la reivindicacion 1, en donde la enfermedad hepatica es una enfermedad hepatica grasa no
alcoholica (EHGNA), preferiblemente en donde la EHGNA es esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA).

4. El método segun la reivindicacion 1, en donde se comunican a un médico los resultados obtenidos,
preferiblemente en donde el médico confirma que los resultados indican progresion de enfermedad hepatica y aplica
al paciente terapia en consecuencia.

5. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas medir el nivel de uno o varios eicosanoides libres y/o
metabolitos de AGPI seleccionados del grupo que consiste en PGE2, tetranor-12-HETE, 15-HETE, 11,12-diHETTE,
14,15-diHETrE, 20-COOH-AA, 9-oxoODE, 12,13-EpOME o cualquier combinaciéon de los mismos, preferiblemente
en donde los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son 11,12-diHETrE y/o 20-COOH-AA,
preferiblemente en donde los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son 20-COOH-AA.

6. El método segun la reivindicacion 1, en donde se mide dhk-PGD2 mediante ABC-COR, preferiblemente en donde
el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,8, o en donde el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,9 o en
donde el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,99.

7. El método segun la reivindicacion 1, en donde el riesgo de progresion de enfermedad hepatica es la progresion a
cirrosis.

8. Un método sustancialmente no invasivo para distinguir esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA) de higado graso no
alcohdlico y enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en un paciente diagnosticado de enfermedad hepatica, que
comprende medir el nivel de dhk-PGD2 en una muestra de sangre, suero o plasma obtenida del paciente, en donde
un aumento o disminucion de los niveles de dhk-PGD2 indican que el paciente padece EHNA.

9. El método segun la reivindicacion 8, que comprende (a) extraccion de lipidos de la muestra de sangre, suero o
plasma; (b) identificacion y cuantificacion del nivel de dhk-PGD2 en los lipidos extraidos; y (c) comparacién de los
niveles determinados con los obtenidos en caso de higado graso no alcohdlico y enfermedad hepatica grasa no
alcohdlica en un paciente diagnosticado de enfermedad hepatica y opcionalmente también testigos normales, en
donde un aumento o disminucién de dhk-PGD2 en comparacion con los testigos son indicativos de que el paciente
padece EHNA.

10. El método segun la reivindicacion 8, que comprende ademas medir el nivel de uno o varios eicosanoides libres
y/o metabolitos de AGPI seleccionados del grupo que consiste en PGE2, tetranor-12-HETE, 15-HETE, 11,12-
diHETrE, 14,15-diHETrE, 20-COOH-AA, 9-oxoODE, 12,13-EpOME o cualquier combinacion de los mismos,
preferiblemente en donde los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son 11,12-diHETrE y/o
20-COOH-AA, preferiblemente en donde los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI son
20-COOH-AA.

11. El método segun la reivindicacion 10, en donde los uno o varios eicosanoides libres y/o metabolitos de AGPI se
miden mediante ABC-COR.

12. El método segun la reivindicacion 11, en donde el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,8
13. El método segun la reivindicacion 11, en donde el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,9.

14. El método segun la reivindicacion 11, en donde el ABC-COR es aproximadamente al menos 0,99.
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Tabla 1. Caracteristicas de referencia demograficas, clinicas, bioquimicas e histolégicas de los
pacientes de la poblacion del estudio

Testigos HGNA, se= EHNA, s Valores p de testigo | Valores p de HGNA
P il frente a HGNA frente a EHNA
Edad B 838 LEaS
Sexo A3 masculino 4% masculino
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Infl. portal £, 2 3

Los valores de p en negrita son estadisticamente significativos (p< 0,05).

Diferencias entre grupos evaluadas con la prueba de la t.

IMC, indice de masa corporal; AST, Aspartato aminotransferasa; ALT, Alanina aminotransferasa;

Hgb A1c, Hemoglobina A1c; LBD, Lipoproteina de baja densidad; LAD, Lipoproteina de alta densidad;

AGL, Acidos grasos libres: PRC, Proteina reactiva con C; Fosf. alc., Fosfatasa alcalina;
GGT, Gamma-glutamil transferasa; HOMA, Evaluacion del modelo homeostatico;
NAS, Puntuacién de actividad de EHGNA.

FIG. 3
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Tabla 2. Metabolitos eicosanoides en testigos normales en comparacion con higado graso no alcohdlico
y en comparacion con esteatohepatitis no alcohdlica
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HGNA, enfermedad hepatica grasa no alcohdlica; EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica.

Los datos se expresan como media + desviacion tipica.
TDiferencias entre grupos evaluadas con prueba de lat.
iComparacic')n entre todos los grupos evaluada utilizando anélisis de varianza.

Los valores de p en negrita son estadisticamente significativos (p<0,05).

FIG. 4

15



ES 2732310713

Tabla 3. Precision diagndstica de biomarcadores séricos para diferenciar HGNA de EHNA
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