OLD-HEPAMARKER: Utilidad del analisis metabolémico sérico para la deteccién del daino hepatico
preneoplasico en personas con fragilidad aumentada por la edad
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INTRODUCCION Y OBJETIVO

Con la edad avanzada aumenta el riesgo de aparicion de enfermedades hepaticas, entre
las que se encuentra el higado graso no alcohdlico (EHGNA), que afecta a un tercio de la
poblacién global y que se caracteriza por una acumulacién excesiva de grasa en el higado.
Cuando se mantiene de forma crénica, algunos higados grasos desarrollan inflamacion
que puede progresar a un dafio irreversible, con cirrosis, que es mas frecuente en
personas ancianas (Figura 1), en las que aparecen mas complicaciones. La cirrosis puede
evolucionar a cancer hepatico: hepatocarcinoma (HCC) o colangiocarcinoma (CCA) (1).

El objetivo de este proyecto es validar la utilidad de marcadores en suero que permitan el
diagnostico diferencial entre el CCA y el HCC vy realizar un diagnéstico precoz en pacientes
mayores con patologias de riesgo de desarrollo de cancer hepatico (2).
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Figura 1. Evolucién de la enfermedad de higado graso no alcohélico hacia una situacién més grave con inflamacion y dafio celular
(esteatohepatitis no alcohdlica) y formacion de cicatrices (cirrosis). En las etapas de dafio més severo el higado no realiza
correctamente sus funciones y es un factor de riesgo para el desarrollo de cancer hepatico.
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Figura 3. Representacion esquematica de diferentes tipos de biomarcadores que podrian ser de utilidad para el diagnstico de los

tumores hepaticos y mediante un andlisis en sangre: células tumorales circulantes que
escapan del tumor primario; vesiculas extracelulares (VE) del tumor que contienen acidos nucleicos y proteinas; DNA y RNA libre
que se liberan de las células 1y proteinas y por las células tumorales (adapted from ref. 5).
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Figura 5. C; 6n de los perfiles 6 en suero en la cohorte de con mejor
6 en las CCA atico (iCCA) vs Controles (A), HCC vs Controles (B) y pacientes con iCCA vs

pacientes con HCC (C). Capacidad predictiva de la combinacion de metabolitos 4cido aspartico, glicina, SM (42:3) y SM (43:2) para
discriminar entre iCCA vs HCC (D). A, aminoacidos; AUC, 4rea bajo la curva; BA, acidos biliares; Cer, ceramidas; ChoE, ésteres de
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METODOS

Se han seleccionado muestras de suero de pacientes con CCA, HCC, higado graso no
alcohdlico/esteatohepatitis no alcohdlica (EHGNA/EHNA) y sujetos control (n220/grupo)
atendidos en los Hospitales Universitarios de Salamanca y San Sebastian, y la Clinica
Universitaria de Pamplona. Los extractos séricos de lipidos y aminoacidos en metanol y
cloroformo/metanol se analizan mediante UHPLC (3) y los miRNAs del suero mediante
gRT-PCR (4) (Figura 2) .
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Figura 2. Flujo de trabajo para la extraccion de metabolitos de muestras de suero para la determinacion del perfil metabolémico
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (UHPLC-MS/MS) (A) y para la obtencion de RNA de suero para
posteriormente analizar el contenido en miRNAs por qRT-PCR (B).
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Figura 4. Graficas de analisis de (PCA) no supe de muestras de suero humano. Los colores

representan el rango de edad (A), el género (B), el estadio tumoral (C) y la presencia o ausencia de cirrosis (D). Cada punto
representa una muestra.
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Figura 6. La expresion de miR-21 esta elevada en higado, misculo y suero de pacientes con esteatohepatitis (NASH) en
comparacién con higado graso (Steatosis). (A) Analisis de miR-21 en higado. (B) Imégenes representativas del marcaje de
PPARG (rojo) en tejido hepético de pacientes. Los niicleos se marcaron con Hoechst 33258 (azul). El histograma correspondiente
muestra la de la de de PPARa. Barra de escala= 10 pm. (C) Anélisis de miR-21 por qRT-
PCR en musculo. (D) Analisis de miR-21 por qRT-PCR en suero.

colesterol; CMH, monohexosilceramidas; FC, fold-change; LPI, PC, PE,
SEN, sensibilidad; SFA, acidos grasos SM, SPE, ST, TG,
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Cambios especificos en las concentraciones en suero de ciertos metabolitos y de miRNAs pueden ser
utiles para discriminar entre el iCCA y el HCC y podrian ayudar en el diagnostico temprano de estas
enfermedades en personas mayores que tienen mas riesgo de padecerlas, y también para detectar la

5. Macias et al. Biochim Biophys Acta, 1864:1468-1477. evolucion del higado graso no alcohdlico (esteatosis) a esteatohepatitis.




