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RESUMEN

El diagnostico histopatoldgico de la hepatitis C (VHC) y de las hepatopatias
autoinmunes como la colangitis biliar primaria (CBP) y la hepatitis autoinmune
(HAI) requiere la integracion de datos bioquimicos, serologicos, inmunolégicos y
moleculares, porque no hay aspectos morfolégicos patognomonicos en la
biopsia que caractericen estas entidades diagnosticas. Ante la ausencia de datos
gue favorezcan una entidad, la biopsia es un elemento esencial para auxiliar en
el diagnostico que en estos casos es de presuncion. Fueron seleccionados 62
pacientes distribuidos en cuatro grupos: control (n=13); CBP (n=11); VHC (n=21);
HAI (n=17). El producto de extraccion de metabolitos a partir de tejido de biopsia
hepatica parafinada, analizado en HPLC-MS/MS, revelé 95 metabolitos de los
que 53 cumplian el requisito de precisibn impuesto (35%). Los modelos
predictivos generados, con estos 53 metabolitos para los diferentes grupos
diagndsticos, mostraron una capacidad de discriminacién buena para Control vs
VHC (AUC= 0.88), Control vs HAI (AUC=0.81), VHC vs HAIl (AUC=0.88) y
excelente para Control vs CBP (AUC=0.96), VHC vs CBP (AUC=0.97), HAI vs
CBP (AUC=0.92). EI estudio de vias metabolicas a partir de los mddulos
generados en la red de correlaciones perturbadas entre los diferentes grupos
diagndsticos sugiere una perturbacion en el metabolismo de los carbohidrato en
los grupos Control vs VHC y VHC vs CBP, del metabolismo de los aminoacidos
en los grupos VHC vs HAl y HAI vs CBP, del metabolismo de nucleotidos en los
grupos VHC vs HAI, HAI vs CBP y control vs CBP, del metabolismo energético
en el grupo control vs CBP. La baja capacidad discriminativa de las variables
morfolégicas no contribuye a mejorar el poder discriminativo de los modelos

generados con los metabolitos. No encontramos un conjunto de metabolitos lo



suficientemente discriminativos para construir un modelo de prediccion del grado
de fibrosis y de actividad necroinflamatoria. En resumen, en esta tesis hemos
demostrado que la metabolémica podria constituir la base de una técnica
complementaria extremadamente relevante para el diagnostico histopatoldgico
de la hepatitis C y la hepatopatias autoinmunes. El conjunto de conocimientos
que se exponen en esta tesis deberia ser de interés general para los
investigadores que utilizan tecnologias de vanguardia, incluida la metabolomica,

para el perfeccionamiento del diagndstico histopatolégico en el siglo XXI.



ABSTRACT

The histopathological diagnosis of hepatitis C (HCV) and autoimmune
hepatopathies such as primary biliary cholangitis (PBC) and autoimmune
hepatitis (AIH) requires the integration of biochemical, serological,
immunological, and molecular data, because there are no pathognomonic
morphological aspects in the biopsy that characterize these diagnostic entities.
In the absence of data favoring an entity, biopsy is an essential element to assist
in the diagnosis, which in these cases is presumptive. Sixty-two patients were
selected and divided into four groups: control (n=13); PBC (n=11); HCV (n=21);
HAI (n=17). The metabolite extraction product from paraffin-embedded liver
biopsy tissue, analyzed by HPLC-MS/MS, revealed 95 metabolites of which 53
met the imposed precision requirement (35%). The predictive models generated,
with these 53 metabolites for the different diagnostic groups, showed good
discriminatory ability for Control vs HCV (AUC= 0.88), Control vs HAI
(AUC=0.81), HCV vs HAI (AUC=0.88) and excellent for Control vs CBP
(AUC=0.96), HCV vs CBP (AUC=0.97), HAI vs CBP (AUC=0.92). The study of
metabolic pathways from the modules generated in the network of perturbed
correlations between the different diagnostic groups suggests a perturbation of
carbohydrate metabolism in the Control vs HCV and HCV vs CBP groups, of
amino acid metabolism in the HCV vs HAI and HAI vs CBP groups, of nucleotide
metabolism in the HCV vs HAI, HAI vs CBP and control vs CBP groups, of energy
metabolism in the control vs CBP group. The low discriminative capacity of the
morphological variables does not contribute to improve the discriminative power
of the models generated with the metabolites. We did not find a set of metabolites

sufficiently discriminative to build a model to predict the degree of fibrosis and



necroinflammatory activity. In summary, we demonstrated in this thesis that
metabolomics might constitute an extremely relevant basis to perform adjunct
technique to the histopathological diagnosis of hepatitis C and autoimmune
hepatopathies. The body of knowledge reported in this thesis should be of
general interest for researchers using cutting edge technologies, including
metabolomics, for the refinement of histopathological diagnosis in the 21st

century.
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1 INTRODUCCION

En este capitulo de ‘“Introduccién” se expondran los argumentos que
fundamentan la idea y la razén de ser de este estudio titulado “Contribucion de
la Metabolomica en el Diagndstico Histopatolégico de la Hepatitis C y de las
Hepatopatias Autoinmunes”.
Para ayudar al lector, se propone una exposicidn estructurada en cuatro
subcapitulos que son:
1. Epidemiologia de las enfermedades hepdaticas: Hepatitis C (VHC,
Hepatitis Autoinmune (HAI) y Colangitis Biliar Primaria (CBP)
2. Historia natural de las enfermedades hepaticas: VHC, Hepatitis
Autoinmune y Colangitis Biliar Primaria
3. El diagndéstico de las hepatitis crénicas: VHC, Hepatitis Autoinmune y
Colangitis Biliar Primaria

4. Metaboldmica
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1.1 Epidemiologia de las enfermedades hepaticas:
VHC, HAl, CBP

111 VHC

El virus de la hepatitis C es un virus hepatotropico que representa un importante
problema de salud con una seroprevalencia global estimada en 2.5% (177.5
millones de adultos infectados) que varia substancialmente entre regiones
(Africa Central y Asia Central >3.5%; Norteamérica, América Central y Andina,
Sudafrica, Asia Pacifico y Europa Central y Occidental <1.5%).(1)

Segun la OMS, entre un 15% y un 45% de los infectados sufren una infeccion
autolimitada en el tiempo siendo en los que, pasados 6 meses de la infeccion,
no se verifica rastro del virus.(2) Entre el 85% y el 55% de los casos restantes
desarrollaron infeccion crénica con un riesgo de cirrosis, a los 20 afios de la
infeccion, que varia entre 15% y 30%.(2)

En pacientes infectados de forma crénica, el virus C es el agente causal de la
evolucion a cirrosis y del desarrollo de hepatocarcinomas, incluso en pacientes
portadores asintomaticos con edades igual o superiores a 40 afos. (3)

La prevalencia global de la cirrosis y enfermedades hepaticas por el virus C
aumento ligeramente desde el afio 2016 hasta el afio 2019 pasando del 1.44%
al 1.48%, siendo que en Europa la tendencia fue a disminuir del 0.8% al
0.78%.(4) Espafia y Portugal presentan valores muy similares con 0.74% vy
0.72% respectivamente. (4)

El factor de riesgo de transmision de la infeccion mas importante esta

relacionado con los comportamientos de riesgo, principalmente aquellos
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comportamientos que favorecen la transmision de sangre contaminado. (5) Las
personas que se inyectan droga demuestran una prevalencia elevada de
infeccion por el virus C con valores que rondan en Portugal el 83,5% y en Espafia
el 66,6%.(5) Al mismo tiempo, este grupo de riesgo tiene una variabilidad de la
prevalencia si tenemos en cuenta otras variables coexistentes como el VIH (89.5-
91.4% en Espafa), presos (84.9% en Espafa), personas sin hogar (69.9% en
Espafa), trabajadores sexuales (84.4% en Espafa).(5) La incidencia de la
infeccion por el virus de la VHC en el grupo de personas que se inyectan droga
es muy elevada en Espafia y esta entre 25.1-52.9 nuevos infectados por cada
100 personas al afio.(5)

Los nuevos tratamientos disponibles con accién antiviral directa, cuyos buenos
resultados en el tratamiento de la VHC son conocidos desde el afio 2014, son
curativos y fundamentales para reducir la mortalidad relacionada con el virus de
la VHC y reducir la necesidad de trasplante hepético.(6) Sin embargo, la cantidad
de pacientes con infeccion crénica y asintoméatica que desconocen su estado en
relacion con este virus es muy significativa. Se estima que solo el 20% de los

individuos con VHC conoce su situacién de infectados.(7)

1.1.2 HAI

La HAI es una inflamacién crénica autoinmune dirigida contra el tejido hepético
y que normalmente va acompafiado de un aumento de las transaminasas,
hipergammaglobulinemia y presencia de autoanticuerpos.(8)

Su incidencia global agrupada se estima 1.37 casos por 100.000 habitantes y su

prevalencia global se estima en 17.44 casos por cada 100.000 habitantes. En la
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poblacién europea la incidencia y la prevalencia estimada es de 1.37 casos y
19.44 casos por cada 100.000 habitantes respectivamente.(9)

Los valores de incidencia y prevalencia son superiores en el grupo de mujeres
qgue en el de hombres, nifios y ancianos, principalmente en casos en los que hay
alguna enfermedad autoinmune previa.(9, 10)

Parece haber una asociacion familiar, siendo significativo el riesgo familiar de
desarrollar una HAI entre hermanos. El muy elevado riesgo observado entre
esposos apoya el factor ambiental como factor de riesgo.(11)

La tendencia observada apunta para un aumento progresivo de la prevalencia y
de la incidencia de la HAI en las poblaciones estudiadas.(10, 12-14)

A pesar de estos datos, se verifica una gran variabilidad en la incidencia y la
prevalencia de la HAI en diferentes regiones, alguna de ellas muy llamativa como
el caso de Canada con una incidencia de 0.23 casos por 100.000 habitantes por
afo cuando comparado con Estados Unidos con una incidencia de 2.88 casos
por 100.000 habitantes por afo.(15) Esto puede ser atribuible a diferencias
ambientales, socioecondmicas, raciales, patrones migratorios, alteraciones del
microbioma intestinal, agentes infecciosos o quimicos o a farmacos como es el
caso de los “bioldgicos”.(15, 16)

En Espafia, los datos disponibles arrojan una incidencia de 1.07 casos por
100.000 habitantes en el afio 2003, superior a la incidencia anual media de 0.83
del periodo 1990-2003, reforzando la idea de una tendencia de un incremento
progresivo de esta enfermedad en los ultimos afos.(15)

En Portugal, no hay de momento datos epidemiolégicos sobre esta enfermedad.
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113 CBP

La CBP es una enfermedad autoinmune que afecta de forma selectiva los
pequefios ductos biliares intrahepaticos llevando, en una buena parte de los
casos, a ductopenia, fibrosis portal y cirrosis. (17)

La incidencia anual agregada global tiene una elevada variabilidad en funcion de
la region del planeta. Asi, Norte América tiene la mayor incidencia anual
estimada en 2.75 casos nuevos por 100.000 habitantes, seguida de Europa con
1.86 casos nuevos por 100.000 habitantes y de Asia-Pacifico con 0.84 nuevos
casos por 100.000 habitantes.(18) La prevalencia agregada de la CBP en la
region de Asia-Pacifico se estima entre 9.82 y 11.8 casos por 100.000 habitantes
con una acentuada variabilidad entre paises como muestra la prevalencia
elevada de China y Japén (19.12 casos por 100.000 habitantes) si la
comparamos con la prevalencia de Corea del Sur y Australia (3.9 casos por
100.000 habitantes). (18, 19)

En Europa occidental, la incidencia estimada es de 2.26 casos nuevos por
100.000 habitantes con una prevalencia de 12.88 casos por 100.000 habitantes.
(18)

Los datos epidemioldgicos de Espafa reflejan bien la variabilidad de los datos
epidemiolégicos dentro del territorio nacional, tal y como observado en la
literatura, que en el caso de la CBP su incidencia es estimada en de 2.2 casos
por 100.000 habitantes, variando entre los 0.51 casos por 100.000 habitantes de
Extremadura y los 3.86 casos por 100.000 habitantes de las Islas Canarias.(20)
Lo mismo ocurre con la prevalencia, que varia desde los 11.79 casos por
100.000 habitantes de Asturias, hasta los 37.99 casos por 100.000 habitantes de

Catalufia. (20)
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Una busqueda en la base de datos Pubmed por los términos “incidence and
prevalence of primary biliary colangitis” en el periodo comprendido entre el afo
2015 y abril de 2021, nos permitié obtener 532 resultados de los que fueron
seleccionados 16 publicaciones y recogidos los datos epidemiolégicos en la Tabla
1.1.1. Algunos articulos refieren la incidencia y prevalencia al inicio y al final del
periodo en estudio, otros refieren apenas una incidencia y prevalencia al final o
apenas incidencia o apenas prevalencia. En algunos casos la ausencia de estos
datos se debe a los objetivos del estudio que pretende mostrar la prevalencia por
regiones geograficas del territorio diana del estudio, en otros simplemente no fue
el objetivo del estudio obtener ese parametro.

Exceptuando el caso de lItalia, el resto de los estudios son coincidentes al afirmar
que existe un aumento de la prevalencia de la CBP.(21) También son
coincidentes en referir que hay una gran variabilidad entre regiones y dentro de
una misma region. En la region de Lombardia (Italia), Lleo et al. (22) revelan que
la prevalencia aumenté en el periodo en estudio coincidiendo con una
disminucién de la incidencia, contradiciendo en parte los datos arrojados por
Manno et al.(21)

Las incidencias mas bajas las observamos en Corea del Sur y Hong Kong. (23,
24)

Si atendemos a las fuentes de estos estudios (Tabla 1.1.2), podemos deducir que
parte de la variabilidad observada puede deberse al método de obtencion de los

datos.
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Este sesgo se podria resolver a través de una adecuada base de datos nacional
que obedeciese a normas internacionales que permitiese la uniformizacion de

los datos.(21)

Tabla 1.1.1 Datos epidemioldgicos de la CBP en 12 publicaciones, entre 2015 y 2021

Aqur Pai_s’ AROS N P_rey. Prev. Inpiq Inpid

/Afio /Regidn Inicial Final Inicial Final
'\,/';gighé';; Suecia 1987-2014 | 5350 5 34,6 2,6 26
J/g(;(;g(ég6) A\L/Ji?:ttgarlii:/ 1991-2013 | 1012 45 18,9 N/A N/A
A/ngrig&) Japon ole 10847 11,6 33,8 N/A N/A
S?ngzzi(')o(‘;;) Eslovaquia | 1999-2019 | 256 10,2 14,9 07 15
M'}’;%rlzgzgg) ltalia 20142015 | 693 N/A 27,9 N/A 5,31
R ,2%31”;?29) USA/Midwestern | 1992-2011 | 79 N/A N/A N/A 4.9
Alzl\cﬂ)igi(r:m) Croacia 2007-2018 | 83 N/A 115125 0,79 0,89
Nggtls?gl) Grecia 2000-2015 | 482 N/A 58,2 N/A N/A
Lv T/2020(9) Global 1973-2018 | N/A N/A 14,6 N/A 1,76
MZ%%%‘E;) Alemania | 2011-2014 | 2495 8.9 12,4 N/A N/A
V,g/'oalngn(cz’l) ltalia 2011-2015 | 5533 3,85 2.94 171 133
A,ZF;alrgé(Szo) Espafia 2018 9400 N/A 20,2 N/A 2.2
A/2I6|1e(;)(22) Italia/Lombardia | 2000-2009 2970 0,36 16 3,91 1,26
A/2I6|1e(?(22) Dinamarca 2000-2009 722 10,7 11,5 1,07 0,91
K,%gil;?gg,) Chiﬁi/:éong 20002015 | 1016 N/A 10,9 N/A 0.89
SHfZ%c’l”gg(z 4y | Coreadelsur | 2000-2013 | 2824 N/A 475 N/A 0,86
G/%SE?SS) Inglaterra 2002-2016 1314 N/A N/A N/A 2,47

Autor/Afo: nombre del autor y afio de publicacién; Pais/Regién: el pais y la region donde se centra el
estudio; Afios: el afio o periodo que engloba el estudio; N: el nimero de pacientes que identifica el estudio;
Prev. Inicial: prevalencia al inicio del periodo estudiado por cada 100.000 habitantes; Prev. Final:
prevalencia mas actual o al final del periodo estudiado por cada 100.000 habitantes; Incid Inicial: incidencia
al inicio del periodo estudiado por cada 100.000 habitantes; Incid Final: incidencia al final del periodo
estudiado por cada 100.000 habitante; N/A: no hay datos disponibles

Sin embargo, parece ser consensual que esta variabilidad verificada en los datos
epidemioldgicos de los diferentes paises soporta la importancia de los factores

ambientales en el aparecimiento de la enfermedad.(14, 33, 34)
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Parece posible que los avances en la facilidad al acceso de los medios
diagnosticos y la terapéutica jueguen un papel importante en el aumento

verificado de la prevalencia.

Tabla 1.1.2 Fuentes y tipo de estudio de 12 publicaciones entre 2015 y 2021

Aqur Pai_g Fuente

/Afio /Regién
Marschal H /2019(25) Suecia Base de datos
French J/2020(26) Australia/ Victoria Encuestgzt)gsases de
Tanaka A/2019(14) Japén Encuestas
Drazilova $/2020(27) Eslovaquia Encuestas
Marzioni M/2018(28) Italia Base de datos
Kanth R/2017(29) USA/Midwestern Regiesg{féﬁ'ii:“gco
Madir A/2019(30) Croacia Reﬁffé{ﬁgﬁﬂ?&”
Gatselis N/2017(31) Grecia Base de datos
Lv T/2020(9) Global Metandlisis
Sebode M/2020(32) Alemania Bases de datos
Manno V/2019(21) Italia Bases de datos
Parés A/2018(20) Espafia Encuesta
Lleo A/2016(22) Italia/Lombardia Base de datos
Lleo A/2016(22) Dinamarca Base de datos
Cheung K/2017(23) China/Hong Kong Base de datos
Jeong SH/2018(24) Corea del Sur Articulos
Webb G/2021(33) Inglaterra Base de datos

Entre otros factores de riesgo, a parte de los factores ambientales(34) y
genéticos,(35) parece haber un papel importante de los mecanismos
epigenéticos a través de las alteraciones en las histonas, la metilacion del DNA
y la inactivacién del cromosoma X, generalmente afectando a los linfocitos T.(34)
(35) Esto puede contribuir a explicar la gran variabilidad de la incidencia y la
prevalencia de esta enfermedad y su predominio en mujeres que supone el 90%

de los casos.(36)
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La presencia de sintomas y manifestaciones clinicas extrahepaticas de la CBP,
generalmente de tipo autoinmune, ocurre entre el 32% y el 63% de los pacientes
con CBP.(37)

La asociacién familiar de la CBP parece existir. El riesgo es elevado en el caso
de descendientes y en los hermanos de pacientes, pero este riesgo solo es
significativo en el caso de las mujeres.(11)

El habito de fumar tabaco parece aumentar el riesgo de desarrollar CBP,
atribuyéndose efectos inmunomoduladores y citotdxicos al tabaco. (38)

Si tenemos en cuenta la edad, segun un estudio sueco de Marschall et al (25)
los individuos jovenes (15-39 afios) tienen un riesgo o hazard ratio (HR) de
muerte aumentado (HR 12.7) cuando son comparados con los restantes grupos
etarios, HR 4.1 para el grupo 40-59 afios, HR 3.7 para el grupo de mayores de
60 afios. Este mismo estudio refiere que los varones tienen también un riesgo
relativo de mortalidad aumentado siendo que los pacientes jévenes del sexo
masculino tienen un peor prondstico.

Mujeres jovenes menores de 45 afios responden peor a la terapéutica con acido

ursodeoxicoélico (UDCA). (27)
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1.2 Historia natural de las enfermedades hepaticas:
VHC, HAl, CBP

121 VHC

A finales de 1960 se conocian dos agentes causales de la hepatitis viral cuyo
diagnoéstico se realizaba, a falta de ensayos microbiolégicos y serolégicos, a
través de una buena historia clinica y el reconocimiento de los sintomas
buscando una relacion con las vias de transmision.(39) La confirmacion de una
via de transmision feco-oral y un periodo corto de incubacién sugeria una
hepatitis A (VHA), mientras que una via de transmision percutanea con periodo
largo de incubacion sugeria una hepatitis B (VHB).(39) A finales de los afios 1960
e inicio de 1970 se hicieron estudios de casos de hepatitis relacionadas con
transfusiones donde se llegé a la conclusion que, si los pacientes desarrollaban
hepatitis, muy probablemente seria hepatitis B.(40). Mientras que estos estudios
se desarrollaban, se descubrieron los agentes causales y enseguida se
desarrollaron las pruebas serologicas para el virus de la hepatitis A(41) y
hepatitis B(42) que permitieron identificar, en el suero congelado de los pacientes
del estudio, casos de hepatitis anictérica con periodos de incubacion prolongado
gue no se encajaban con las caracteristicas clinicas de la hepatitis A y de la
hepatitis B y que ademas eran negativos para las pruebas serolégicas por lo que
a estos casos se les comenzo6 a llamar hepatitis no A no B.(43) Las dudas de la
naturaleza infecciosa de esta hepatitis no A no B fueron despejadas cuando se
replico el cuadro bioquimico en cobayas a partir de sangre contaminado y

cuando se identifico el virus quince afios mas tarde.(43)
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El virus de la VHC es un virus RNA de cadena simple encapsulado descrito en
el afio 1989.(44) Pertenece al género Hepacivirus de la familia Flaviviridae y del
cual hay descritos ocho genotipos y noventa subtipos.(45) La capsula del virus
es constituida principalmente por lipidos de la membrana del huésped y por una
estructura compleja de heterodimeros denominados E1 y E2 que junto con la
proteina central (“core”) constituyen el grupo de proteinas estructurales, siendo
que E2 se sitla mas externamente y es la diana de los anticuerpos neutralizantes
que impediran la unién de la capsula a la membrana celular y la liberacion del
virién, sin embargo esta glicoproteina E2 tiene una region hipervariable que
permite la fuga del virus a la accion neutralizante del sistema inmunitario.(46)
Otras siete proteinas no estructurales que conforman un complejo de membrana
indispensable para la replicacion viral, estaran presentes en las membranas
intracelulares y seran las dianas de los nuevos farmacos antivirales de accion
directa cuyo objetivo es la cura de la enfermedad, una vez que no hay
reservatorio latente en el huésped como ocurre con otros virus.(47)

Una buena parte de los casos de infeccion por el virus de la VHC es asintomatica,
siendo que los casos sintomaticos manifiestan habitualmente sintomas en los
que se incluyen nauseas, dolor abdominal o sintomas gripales.(48)

A las dos semanas de la infeccién, en la mayoria de los casos, se puede detectar
RNA viral en sangre periférico y a las doce semanas aparecen los anticuerpos
anti-VHC, al mismo tiempo, las enzimas hepaticas aumentan entre la semana
ocho y diez con picos de alanina aminotransferasa (ALT) entre diez y veinte
veces el limite superior del normal; sin embargo, los niveles de RNA del virus en
sangre periférico suelen variar acentuadamente e incluso llegan a ser

negativos/indetectables transitoriamente, lo que indica, en este ultimo caso, que
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estamos ante una infeccién aguda.(48) Entre un 20% y un 40% de las infecciones
se curaran sin dejar rastro con carga viral indetectable y en muchos casos se ha
relacionado esta respuesta deseable del huésped a factores genéticos como los
polimorfismos IL28B, al genotipo 1 del virus de la VHC y al sexo del paciente.(49)
Los esquemas disponibles, antes de la generalizacion de los nuevos farmacos
antivirales, eran el interferén, ribavirina e interferon pegilado siendo que el
esquema de interferon pegilado con o sin ribavirina durante veinticuatro
semanas, 0 mas, resultaba en tasas del 45-50% de “clearance” (aclaramiento)
viral.(50) Después del tratamiento con éxito de la hepatitis aguda o de su
espontanea resolucion prevalece aun el riesgo de reinfeccién, particularmente
alto en los casos de personas que se inyectan drogas y en los hombres que
tienen sexo con hombres, que no lo resuelven los nuevos farmacos antivirales
porque no inciden en la modificacion del comportamiento de riesgo.(51)

Si la infeccion permanece después de la fase aguda con viremia mas de seis
meses, hablamos de VHC croénica. La inflamacion crénica del higado provoca
fibrosis que evolucionara a cirrosis a los 20 afios de enfermedad entre el 15% y
el 30% de los casos.(2)

Factores como coinfeccion con otros virus hepatotropicos, genotipo 3 del virus
de la VHC, diabetes y esteatosis, aceleran la fibrosis hepatica y su evolucion a
cirrosis.(52-55)

La descompensacion de la cirrosis por aparicion de complicaciones como ascitis,
hemorragia de varices esofagicas y encefalopatia hepatica dependera en gran
medida de la respuesta al tratamiento antiviral; asi, los pacientes cirroticos que

mostraron una respuesta virologica sostenida después del tratamiento tienen
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una incidencia reducida de complicaciones comparado con aquellos pacientes
que no tuvieron una respuesta viroldgica sostenida.(56)

Los pacientes con cirrosis descompensada tienen mayor riesgo de muerte y de
desarrollar hepatocarcinoma; se estima que la tasa media de desarrollo de
hepatocarcinoma en los pacientes cirréticos es del 7% en 4.8 afios.(51, 56)

Los mecanismos por los que la VHC estimula la formacion de hepatocarcinomas

(hepatocarcinogénesis)(57, 58) incluyen:

. la liberacion de citoquinas;
. factores epigenéticos como los microRNA (miRs);
. las propias proteinas estructurales y no estructurales del virus a través de

su accion sobre el substrato del receptor de insulina 1 y 2 y/o de su accion

activadora a nivel transcripcional del c-Kit.

1.2.2 HAI

Al inicio de los afios 1950 se describié un cuadro de hepatitis de caracter
subagudo afectando principalmente a mujeres, con caracteristicas clinicas
distintas a las hepatitis virales conocidas y que se les denominé Hepatitis Cronica
Activa (HCA).(59) La hipotesis de una infeccién viral persistente o una secuela
de una infeccion viral prevalecia en ese momento hasta que Waldestrom
describe en 1950 la presencia de hipergammaglobulinemia en muchos de esos
pacientes y sin abandonar la hipétesis viral, reconoce que la etiologia es aun
desconocida vy justifica este hallazgo como un probable sintoma de
hiperinmunizacién contra un virus.(60, 61) El descubrimiento en 1948 de la célula

del lupus eritematoso (célula LE), (62) permitié la descripcion de una entidad
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provisional publicada en 1956 en la revista Lancet,(63) y que denominaron
“hepatitis lupoide”. Al relacionar ciertas hepatitis cronicas activas con el lupus se
tuvo la idea de que habia un mecanismo inmunoldgico que destruia los
hepatocitos, por lo que recomendaban el tratamiento con corticoides; sin
embargo, habia hepatitis cronicas activas en las que fallaba la demostracion de
células LE pero que tenian un cuadro clinico, bioquimico, histolégico y de
respuesta a la terapéutica indistinguible de las “hepatitis lupoides”. Mas tarde,
con el desarrollo de las técnicas de inmunofluorescencia para los anticuerpos
antinucleares (ANA) y su aplicacion a las enfermedades hepaticas en el afio
1963, permitié detectarlos con mayor precision.(63, 64) Durante los afios 1960
parecia claro el caracter autoinmune de este tipo de hepatitis y en 1965 se
sugiere el término “hepatitis autoinmune”, que seria formalmente aprobado en
1993. (65, 66)

El tratamiento con corticoides producia una mejoria clinica, bioquimica e
histologica importante y rapida; no obstante, la retirada de la corticoterapia en
los casos no cirréticos con regresion clinica e histolégica completa de la
enfermedad resultd en una probabilidad de recidiva a los cinco afios de
seguimiento de 28%.(67) En el caso de los cirréticos que fueron tratados, con
una mejoria del cuadro a una cirrosis inactiva, la probabilidad de recidiva a los
seis meses de abandono de la terapéutica fue del 79%.(67)

La sobrevida de los pacientes tratados comparada con el grupo control (no
tratados) fue muy superior con una diferencia de mortalidad estadisticamente
significativa entre los grupos. (68)

Con el desarrollo de los ensayos de inmunofluorescencia para los anticuerpos

anti-musculo liso (SMA), anti-actina filamentosa (F-actin), anti-antigeno
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microsomal hepatico y renal 1 (LKM1), anti-antigeno soluble hepatico y
pancreatico (SLA/LP), los pacientes con HAI clasica que corresponde a la
descrita como “hepatitis lupoide”, mostraban con su suero un patrén de
inmunorreaccion consistente para ANA, SMA y actina F mientras que habia un
grupo de HAI que eran apenas inmunorreactivas para LKM1 mostrando un perfil
inmunoldgico excluyente; al patron clasico se le denomindé HAI tipo 1 y al
segundo patron se le denominé HAI tipo 2, este Ultimo con una progresion mas
rapida para cirrosis comparado con el tipo 1.(69) Un tercer tipo de HAI con
expresion de anti-SLA/LP fue descrito e inicialmente propuesto como siendo el
tercer tipo de HAI; sin embargo, a pesar de ser un marcador altamente especifico
de HAI, es considerado como un marcador mas que aparece frecuentemente
asociado al perfil inmunoldgico tipico de la HAI tipo 1 y ocasionalmente solo o en
casos con perfil inmunoldgico de la hepatitis tipo 2. (70)

A pesar de que la mayoria de los casos de HAI se presentan como una
enfermedad hepatica crénica, cerca del 24% se manifiestan como un evento
agudo grave y es interesante que aproximadamente el 50% de estos casos
graves revelan un perfil inmunolégico negativo para los autoanticuerpos
descritos en la HAI (HAI seronegativa), lo que dificulta el diagnéstico segun los
criterios “clasicos” del Grupo Internacional de Hepatitis Autoinmunes (IAHG). (71,
72) Como se estima que cerca del 10-20% de las HAI son seronegativas, la IAHG
en su revision publicada en 1999, contempld los criterios que se deben aplicar
para el diagnostico de estos casos cuya respuesta a la terapéutica no difiere de

la HAI seropositiva.(72, 73)
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1.2.3 CBP

Antes que René Théophile Hyacinthe Laenec acufase el término “cirrosis” en el
afio 1819, aparece lo que para algunos fue quizas la primera aproximacion a la
descripcion de la cirrosis biliar secundaria, cuya autoria se atribuye a Jean
Baptiste Morgagni, el cual describié que en presencia de litiasis, el higado puede
ser de consistencia firme, verde y fibroso; sin embargo, el primero a reconocer
la relacion entre la obstruccion de la via biliar principal y la cirrosis fue, muy
probablemente, Rudolph Virchow en 1857.(74) Las manifestaciones cutaneas
bajo la forma de xantelasmas relacionadas con la enfermedad hepatica con
ictericia fueron avanzadas por Addison y Gull en 1857, pero su relacién con la
estenosis del ducto hepatico fue descrita por Moxon en 1873 y que describe la
cirrosis biliar secundaria como una cirrosis en presencia de una obstruccion
macroscopica de la via biliar extrahepatica con frecuente asociaciéon a
xantomatosis y aterosclerosis prematura.(74) Pero fue Victor Charles Hanot en
1876 quien describid, en su tesis presentada en la Universidad de Paris y titulada
“Estudio sobre una forma de Cirrosis Hipertrofica del Higado -cirrosis hipertréfica
con ictericia cronica”, la enfermedad que posteriormente fue conocida como
cirrosis biliar primaria.(75) A diferencia de la cirrosis biliar secundaria, este tipo
de cirrosis biliar no presenta una causa macroscopica obstructiva extrinseca de
causa litidsica, tumoral u otra, de la via biliar principal y Hanot describe que, en
este tipo de cirrosis biliar el higado es grande, en parte debido a la extensa
fibrosis, siendo que la ascitis y las complicaciones de la hipertension portal
aparecen tardiamente.(75) El defiende que la causa es también obstructiva pero
que afecta apenas a los pequefios canales biliares intrahepaticos que se

obstruyen en la secuencia de una inflamacién “catarral”.(75)
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Desde 1950 los criterios clinicos y patolégicos de la cirrosis biliar primaria fueron
consensuados. El perfil tipico es de pacientes jovenes o de media edad,
mayoritariamente del sexo femenino que piden asistencia médica por prurito
generalizado sin ictericia 0 con sélo ictericia y simultaneamente a la aparicion de
la ictericia, aparecen heces claras y la orina se torna oscura.(76) Normalmente
estos pacientes tienen un excelente apetito y los casos en los que hay pérdida
de peso se atribuyen a una falta de reabsorcién de grasas.(76) La piel
frecuentemente presenta hiper-melanosis que aparece con o sin ictericia y
después de meses o afios de los sintomas iniciales, aparecen los xantomas
cutaneos, mas frecuentemente en los parpados (xantelasma), precedidos por un
aumento sérico de lipidos.(76) Con la progresion de la enfermedad los sintomas
y sefales de obstruccién biliar van desapareciendo a medida que se instala la
clinica asociada a la fibrosis hepética; en esta fase final de la enfermedad es
frecuente que desaparezcan los xantomas cutaneos y pronto la cirrosis portal se
instala y las complicaciones derivadas de ella: ascitis, edema, fatiga,
hemorragias, hipocoagulabilidad o coma hepatico.(76) Estas complicaciones
surgen afios después del establecimiento de la enfermedad y el curso inexorable
hasta la muerte se produce entre 2 y 11 afios desde el establecimiento del
diagndstico.(76)

Alterar el futuro sombrio de estos pacientes en estadio terminal de la enfermedad
fue posible con el trasplante hepatico, pero sélo se consiguio alterar el curso
natural de la enfermedad y aumentar el tiempo de sobrevida sin trasplante
cuando en 1987 se introdujo el acido ursodeoxicolico como tratamiento de la

CBP.(77-79)
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La utilizacion del acido ursodeoxicolico para el tratamiento de las afecciones
hepéticas remonta varios siglos y hace parte de la medicina tradicional china bajo
el nombre de “yutan” y que consiste en unos polvos extraidos de la bilis seca del
0so adulto.(80) En 1927 se definié por primera vez la férmula quimica del
principio activo de la bilis del oso negro chino y Shoda la denominé acido “urso-
deoxicdlico”, en honor a la proveniencia de su descubrimiento una vez que oso
en latin es “ursus”.(81) Pero fue en 1937 que Iwasaki defini6 la estructura
quimica del acido ursodeoxicdlico que permitié su sintesis para la investigacion
clinica.(81) El &cido ursodeoxicolico constituye hasta el 4% de los acidos biliares
en el humano y a diferencia de los restantes, no es sintetizado por los hepatocitos
sino por bacterias del colon, pasando a la circulaciéon portal después de ser
absorbido por la mucosa del colon.(80) Los mecanismos de accion del acido
ursodeoxicélico incluyen la disminucién de los &cidos biliares hidrofébicos
toxicos para el hepatocito por desplazamiento, efecto colerético,(82)
propiedades inmunomoduladoras de la inmunidad humoral,(83) citoproteccién
gracias a la estabilizacicon de estructuras celulares previniendo la accién de los
acidos biliares hidrofébicos e inhibiendo la apoptosis bloqueando la via Fas-
Bid/Bax.(84)

Desde 1957 se conoce que la cirrosis biliar primaria presenta
caracteristicamente, en mas del 95% de los casos, autoanticuerpos contra
proteinas mitocondriales y que son conocidos como anticuerpos
antimitocondriales (AMA).(85, 86)

La implementacion de este examen en la bateria de ensayos disponibles para el
estudio de las enfermedades hepaticas en la rutina de la préactica clinica permitio

el diagndstico cada vez mas precoz de la enfermedad.(87) Asi, muchos de estos
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pacientes no se presentaban con cirrosis y se veian etiqguetados con una palabra,
estigmatizante para muchos, que llevo a las asociaciones de pacientes a sugerir
un cambio en la denominacion de una enfermedad cuya nomenclatura original
no fue consensual por lo menos desde 1959, habiendo en el transcurso del
tiempo varias tentativas infructiferas para alterar su nombre.(88-90) Después de
varias encuestas impulsadas por organismos nacionales e internacionales que
se encargan de la normalizacion de los criterios y elaboracion de las guias para
el diagndstico y tratamiento de las enfermedades hepéticas, el nombre de CBP
se impuso a las alternativas que fueron propuestas y, desde el afio 2015, se
altera la nomenclatura de la cirrosis biliar primaria, pasando a denominarse CBP.
(91)

La fisiopatologia y el papel de los autoanticuerpos antimitocondriales fue durante
mucho tiempo una incognita y a pesar de ser altamente especificos para esta
enfermedad, no hay evidencias suficientes para afirmar que sean directamente
patogénicos.(92) Parece ser que su unién con su antigeno correspondiente crea
un inmunocomplejo capaz de activar las células dendriticas locales y regionales
dando lugar a un aumento de citoquinas y estimulando la inmunidad celular
contra la subunidad E2 del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC-E2).(93)

A pesar de la especificidad del cuadro inmunolégico de la CBP, existen pacientes
que presentan aspectos clinicos idénticos, pero con anticuerpos especificos
indetectables.(94) Estos casos, denominados CBP AMA negativos, responden a
la terapéutica con acido ursodeoxicolico de forma similar a los pacientes AMA
positivos.(95) Sin embargo, suelen presentar infiltrado de plasmocitos mas
intenso en el estudio histologico de la biopsia hepatica y peor prondstico que los

casos AMA positivos.(96) Otros casos de pacientes con CBP AMA positivos
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desarrollan o presentan simultineamente aspectos de HAI, situacién
comunmente denominada sindrome de sobreposicion (overlap). Son casos raros
que representan menos de 1% de todos los casos de CBP los que reldnen
criterios definitivos de HAI; sin embargo, entre el 8% y el 19% relunen criterios de
probable HAI segun el IAHG.(97)

De las neoplasias primarias del higado la més frecuente, el hepatocarcinoma,
tiene una incidencia media calculada en pacientes con CBP de 4.17 por 1000
personas-afo, ligeramente mas elevada que en la HAI (3.06 por 1000 personas-
afo).(98) El factor de riesgo mas importante en estos pacientes fue el estado
avanzado de la enfermedad y a pesar de ser una enfermedad que afecta

predominantemente a mujeres, el sexo masculino es un factor de riesgo.(98)

1.3 El diagnostico de las hepatitis cronicas: VHC, HAl,
CBP

1.31 VHC

1.3.1.1 Manifestaciones clinicas

La mayor parte de los casos la infeccion aguda pasa desapercibida o si hay
sintomas, estos son generalmente inespecificos; motivo por el cual estos
pacientes no son diagnosticados en la fase aguda.(99) Algunos sintomas
relatados incluyen fatiga, nauseas, dolor abdominal, pérdida de apetito, fiebre
ligera, prurito, ictericia y mialgias.(100) La hepatitis fulminante o insuficiencia

hepatica aguda en contexto de infeccion aguda por el virus de la VHC es
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inusual.(100-102) Si la infeccion persiste mas de seis meses hablamos de VHC
cronica que, a pesar de ser mayoritariamente asintomatica, cuando es
sintomética se manifiesta con fatiga (es el sintoma mas frecuente), dolor

abdominal, pérdida de apetito y de peso0.(99)

Por su prevalencia, la depresion es la manifestacion extrahepatica mas frecuente
seguida de la diabetes mellitus tipo 2; ambas representan elevados costes
adicionales y que son soportados por los pacientes o por los respectivos
sistemas de salud, siendo que en Estados Unidos de América se estimaron estos
costes en 443.4 millones de ddlares para la diabetes mellitus tipo 2 y 430.7

millones de dolares para la depresion.(103)

1.3.1.2 Eldiagndstico:

A través de ensayos inmunoenzimaticos es posible detectar anticuerpos contra
proteinas estructurales y proteinas no estructurales del virus (“core”, E1, E2,
NS3, NS4 y NS5) y permiten apenas saber si el paciente estuvo en contacto con
el virus 0 no; no permite saber si el paciente esta recuperado de la infeccion, si
esta padeciendo una infeccion aguda o cronica.(104) Los pacientes recuperados
mantienen niveles de anticuerpos especificos elevados durante afios y van
disminuyendo con el tiempo hasta ser indetectables en algunos casos.(105)

Los sintomas, cuando estan presentes, aparecen y persisten mientras los niveles
de ALT estan por encima de los limites de la normalidad, entre la séptima
semana de la infeccion y el quinto mes.(105) EI RNA viral puede ser detectado

desde la segunda semana de la infeccién y si desaparece antes de los seis
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meses coincidiendo con niveles normales de ALT, se puede asumir que la

infeccion es aguda y que se resolvié.(105)

REACTIVO
O,
NUNCA INFECCION PASADA/RESUELTA O anti-HCV m
INFECTADO

VIGILANCIA
ADICIONAL

NO REACTVO

Figura 1.3.1 Secuencia del proceso diagnédstico de la hepatitis C.

Si hay persistencia de niveles detectables de RNA viral con niveles oscilantes de
ALT después de los seis meses de la infeccidn, se asume que estamos ante una
VHC croénica.(105) Latécnica PCR cuantitativa es una técnica muy sensible que
permite determinar el nimero de copias del virus en pacientes anti-VHC
positivos, con limites inferiores de deteccion entre 10 y 15 Ul/mL y es utilizada
para monitorizar la respuesta al tratamiento.(106) La PCR cualitativa refleja un
resultado positivo o negativo para la presencia de RNA del virus, por lo que es
un buen ensayo para confirmacién junto con el ensayo inmunoblot recombinante
(RIBA), pero no tiene utilidad para monitorizar la respuesta al tratamiento. (106,
107) La secuencia del proceso diagnéstico de la VHC esta reflejada en la Figura

1.3.1.(105)
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1.3.1.3 La biopsia:

En el contexto de la VHC aguda, es muy raro que el momento del diagndstico
clinico coincida con la fase aguda de la enfermedad permitiendo la realizacion
de la biopsia, una vez que la fase aguda de la infeccion pasa habitualmente
desapercibida.(99)

No hay ningun aspecto o conjunto de lesiones que, al ser observadas en la
microscopia de luz, sean patognomonicas de VHC; sin embargo, hay un conjunto
de aspectos que son caracteristicos, como la presencia de esteatosis, espacios
porta con infiltrado inflamatorio predominantemente linfocitico, del que
habitualmente también hacen parte plasmocitos y eosindéfilos, agregados
linfoides nodulares y foliculos linfoides con centro germinativo (foliculos
terciarios) en los espacios porta, linfocitos en los sinusoides, presencia de
cuerpos acidofilo o cuerpos de Councilman, la actividad necroinflamatoria de la
interfaz y la fibrosis portal siendo la presencia de necrosis confluyente o
panlobular, asi como actividad necroinflamatoria de interfaz severa, poco
frecuente.(108)

Aungue se puede observar en la biopsia la presencia de linfocitos intraepiteliales
en los ductos portales y en algunos casos la ausencia de ductos en algunos
espacios porta que fueron destruidos y sustituidos por infiltrado inflamatorio, esto
no significa que necesariamente habra un curso hacia un cuadro clinico
colestatico o ductopénico, aunque hayan sido descritos algunos casos.(109)

La presencia de granulomas epitelioides o no epitelioides, en contexto de VHC
es posible; en estos casos y después de excluir otros eventuales agentes o

situaciones clinicas causales, se puede asumir con tranquilidad la VHC.(110)
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La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (NAFLD), o mas recientemente
denominada enfermedad metabdlica asociada a higado graso (MAFLD), (111)
en contexto de VHC ocurre con una frecuencia dos a tres veces superior de lo
que seria esperado apenas por el azar.(112) Esto puede atribuirse a la
consecuencia de la diabetes como manifestacién extrahepética de la VHC, asi
como a mecanismos de efecto directo del virus en el metabolismo lipidico que
lleva a una acumulacion de triglicéridos en el hepatocito por inhibicion de las
proteinas exportadoras necesarias para el ensamblaje de las lipoproteinas de
baja densidad y su secrecion.(113, 114) El genotipo del virus de la VHC que esta
mas frecuentemente relacionado con esteatosis es el genotipo 3 y
probablemente sera por accion directa de las proteinas virales de este genotipo,
mientras que la esteatosis en los restantes genotipos se debe a la insulino-
resistencia.(115) Esta insulino-resistencia disminuye mejorando de forma
importante la sensibilidad global a la insulina después del tratamiento exitoso con
las drogas de accion directa.(116) La esteatosis contribuye a la progresion de la
fibrosis en la hepatitis crénica por virus C con un patron semejante al que ocurre
en la NAFLD o en la esteatohepatitis por mecanismos atribuibles al estrés
oxidativo y el dafilo mediado por citoquinas.(112)

Una vez que la actividad inflamatoria en la VHC es predominantemente portal
con escasa o ligera expresion en la region intralobular, la fibrosis inicialmente es
portal y a medida que progresa la enfermedad, los efectos reparativos de la
inflamacion, a través de la formacion de septos y puentes de fibrosis, van
alterando la arquitectura lobular hepatica hasta la configuracion nodular tipica

del estadio final de cirrosis.(117) Actualmente es una practica generalizada
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graduar la actividad necroinflamatoria y estadificar la fibrosis en la hepatitis
cronica.(118, 119) Esto se realiza a través de un analisis semicuantitativo de los
aspectos observados en la microscopia de luz de las diferentes técnicas
histoquimicas de la biopsia hepética, para evaluar el estado del higado antes del
tratamiento, monitorizar el tratamiento o para estimar los efectos de un nuevo
tratamiento en contexto de un ensayo clinico.(118, 119) Existen varios sistemas
que, al sumar la puntuacion de cada item dentro de cada categoria, permiten
estratificar el grado de la actividad necroinflamatoria y el estado de la
fibrosis.(120)

Los sistemas mas utilizados en la practica de rutina son habitualmente los menos
complejos y citando algunos de menor a mayor grado de complejidad tenemos:
el sistema de Knodell (indice Histologico de Actividad), el sistema METAVIR y el
de Ishak.(121-123) Todos ellos son altamente sensibles a la subjetividad del
observador por lo que su reproductibilidad intra-observador e inter-observador
es baja si no hay un previo consenso entre observadores.(124, 125) Sin
embargo, parece que para algunas categorias cada sistema tiene ventajas en
términos de reproductibilidad y menor variabilidad inter-observador. (126)

El sistema METAVIR utiliza un algoritmo (Tabla 1.3.1) que evalla la actividad
necroinflamatéria en la region de interfaz (0-3) y la zona intralobular (0-2)
aplicando a cada item un valor cuya combinacién dara como resultado un valor
del indice de Actividad Media (0-3).(121) En el caso de la fibrosis (Tabla 1.3.2), la
evaluacion es directa desde FO a F4 expresando en cada valor el grado de
fibrosis desde la ausencia de fibrosis (FO) hasta la cirrosis (F4).(121)

El resultado se expresa con una formulacién alfanumérica constituida por dos

letras y dos numeros donde “A” se refiere a la actividad, seguida del valor

Pagina 1-25 de 337



atribuido por el algoritmo y la “F” que se refiere a la fibrosis seguida del valor

atribuido por el observador.(121)

Tabla 1.3.1 Algoritmo METAVIR para actividad

Hepatitis de interfaz Hepatitis intralobular Actividad Histol6gica Media

o o o e o S E S
Rlo|v|koN|k|od ko
I

WIWWINININ|P PP, |IO|O|O
1
WIWWIWINININ|P[FPIN|FLO

+ 2

Puntuacion hepatitis de interfaz: 0 (ausencia), 1 (ligera), 2 (moderada), 3 (severa)
Hepatitis intralobular: 0 (ausencia o ligera), 1 (moderada), 2 (severa)
Actividad Histolégica Media: 0 (ausencia), 1 (ligera), 2 (moderada), 3 (severa)

El resultado final de la graduacion de la inflamacion y estadificacion de la fibrosis

nos daria una idea de la severidad de la enfermedad hepatica.

Tabla 1.3.2 Algoritmo METAVIR para fibrosis

FO | Ausencia de fibrosis

F1 | Expansién fibrosa irregular de los espacios porta sin formacion de septos fibrosos

F2 | Expansién fibrosa irregular de los espacios porta con formacién de algin septo fibroso
F3 | Numerosos septos fibrosis sin presencia de cirrosis

F4 | Cirrosis
Fuente: Bedossa P, Poynard T. An algorithm for the grading of activity in chronic hepatitis C. The METAVIR
Cooperative Study Group. Hepatology. 1996 Aug;24(2):289-93. doi: 10.1002/hep.510240201. PMID: 8690394.

Sin embargo, hay factores que interfieren en la precision de estos métodos
semicuantitativos, como por ejemplo la dimension del fragmento de biopsia y la
region del higado donde la biopsia ha sido tomada. Se estima que la dimension
longitudinal minima que debe tener la biopsia hepatica para representar once
espacios porta completos, los necesarios para graduar y designar la
estadificacion de forma fiable, es de 20mm.(127) Este resultado raramente
ocurre en la practica clinica y la repeticion de la biopsia en el mismo acto para

alcanzar los 20mm conlleva el aumento del riesgo de complicaciones
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relacionadas con el procedimiento.(128) Al mismo tiempo, se pone en duda que
el producto de biopsia sea representativo de todo el higado, una vez que la
actividad y la fibrosis pueden ser diferentes a la hora de hacer la graduacion y la
estadificacion en funcion de si la biopsia se realiza en el |I6bulo derecho o en el
izquierdo del higado.(128, 129)

Por estas razones hubo una tentativa de desarrollar métodos no invasivos que
permitiesen un analisis global del higado evitando las complicaciones asociadas
a la biopsia y al mismo tiempo eliminar la variabilidad intra e inter-observador.
Para ello se desarrollaron ensayos utilizando algoritmos de inteligencia artificial
para medir o hacer la estadificacion de la fibrosis (Fibrotest®) y la actividad
(Actitest®).(128) Estos ensayos son dependientes de la variabilidad inter-
observador y necesitan datos bioquimicos para hacer funcionar el algoritmo, y
una vez que cerca de un 30% de los pacientes con hepatitis cronica C pueden
presentar niveles de ALT normales o padecer otra enfermedad hepatica no
fiborosante, la precision diagnostica de estos ensayos disminuye
dramaticamente.(128, 130) Otro ensayo que mide la elasticidad del higado, el
Fibroscan®, apenas aporta datos sobre la actividad inflamatoria y se centra mas
en la fibrosis hepatica.(131) Este tipo de pruebas no invasivas tienen un error
diagndstico estimado en cerca de 15-20%, lo que hace que no se prescinda en
muchos casos de la biopsia hepatica.(130)

Una prueba no invasiva de caracter funcional que mide un metabolito en aire
expirado, a través de un algoritmo que incluye la edad y otros datos del paciente,
es la prueba de la metacetina en aire expirado o BreathID®'3.(130) Es una
prueba que mide la actividad del citocromo P4501A2 hepético después de la

administracion oral de un substrato marcado con is6topos (metacetina) y cuyos

Pagina 1-27 de 337



metabolitos son captados e identificados en el aire expirado a través de
espectrometria de masa.(130) Los datos arrojados de esta prueba que
incluyeron pacientes con hepatitis cronica C con niveles normales de ALT,
reflejan que el algoritmo utilizado consiguio un area bajo la curva de 0.92 con
una sensibilidad del 91% y una especificidad del 88%, de tal forma que 67% de

las biopsias realizadas en el estudio podrian ser evitadas.(130)

1.3.2 HAI

1.3.2.1 Manifestaciones clinicas:

La forma de presentacion clinica tipica consiste en pacientes, en su gran mayoria
del sexo femenino (70%-80%), que de forma insidiosa presentan sintomas cuya
intensidad y frecuencia fluctian en el tiempo, refiriendo que aparecieron meses
o incluso afios antes de ser observadas por el médico.(132) La queja mas
comunmente referida es la fatiga.(132) Otras quejas habituales son malestar
general, nauseas, anorexia, pérdida de peso, prurito leve, malestar o dolor
abdominal, oligomenorrea, artralgias, rash cutaneo y febricula, frecuentemente
en un contexto de alergia u otras enfermedades autoinmunes previas del propio
paciente o de sus familiares en primer grado.(132) El 25% de estos pacientes no
refiere episodios de ictericia y el 30% se presentan con cirrosis.(132) La ascitis
y los edemas periféricos pueden estar presentes incluso en la ausencia de

cirrosis.(132)

Existen formas de presentacion “atipicas” como puede ser la hepatitis aguda

seronegativa 0 una hepatitis crénica completamente asintomatica detectada
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incidentalmente a raiz de resultados anormales de pruebas bioquimicas del perfil
hepatico en sangre periférico o en el transcurso del estudio de hematemesis y/o

melenas como Unica manifestacion inicial.(71, 72, 132)

1.3.2.2 Eldiagndstico:

En 1999 el grupo internacional de HAI publica los criterios diagnésticos de la HAI,
resultado de la revisién de los primeros criterios establecidos en la reunién de
Brighton, publicados en 1993 y que fue conocido como “informe Brighton”
(Brighton report).(66) Este informe recomienda la utilizacién de un algoritmo que
evalla y puntia pardmetros clinicos, microbioldgicos (marcadores virales),
bioguimicos, inmunolégicos (autoanticuerpos e inmunoglobulinas séricas),
histolégicos y otros factores etiologicos, atribuyendo valores positivos o
negativos de tal forma que el resultado final permitiese establecer un punto de
corte que fuese discriminativo.(66) Esta primera tentativa se realiz6 mediante un
sistema de andlisis de tipo “ensayo/error” sin validacion definitiva, por lo que se
establecié como un sistema sujeto a validacién prospectiva.(66) El resultado de
la suma de los puntos atribuidos determinaria dos categorias diagnésticas: HAI
probable o HAI definitiva.(66) La revisién de 1999 intenté mejorar la especificidad
y simplificar el uso del algoritmo (Tabla 1.3.3) ajustando la puntuacion de algunos
items de forma a aumentar la especificidad de este algoritmo diagndéstico
principalmente en enfermedades de la via biliar como la colangitis esclerosante
primaria que consiguen puntuaciones que las situan como “probable HAI”.(72)

En el afno 2008 se publican los “criterios simplificados” para el diagndstico de la

HAI (Tabla 1.3.4) con el aval del IAHG.(133)
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Este sistema recoge apenas variables como la gammaglobulina,
autoanticuerpos, exclusion de hepatitis viral y la biopsia hepética.(133)

A cada variable atribuye una puntuacion y al probar el algoritmo con un grupo de
entrenamiento y un grupo de validacion, el &rea bajo la curva fue del 0.946 y 0.91
respectivamente, con una sensibilidad de 88% y una especificidad de 97% para
un punto de corte 26 y una sensibilidad de 81% y una especificidad de 99% para
un punto de corte 27.(133)

La hipergammaglobulinemia se transforma en una variable de extrema
importancia para el diagnéstico en las situaciones de HAI seronegativas y la
correcta ejecucion técnica de los ensayos para la deteccion de autoanticuerpos
es fundamental.(72) La determinacion de autoanticuerpos no solo auxilia en el
diagndstico de la HAI, sino que la clasifica.(69)

Existen varias técnicas para la determinacion de autoanticuerpos, pero la mas
recomendada en el estudio de la HAI es la inmunofluorescencia indirecta.(134)
Esta técnica se basa en la exposicion de los anticuerpos circulantes del paciente,
presentes en plasma obtenido a partir de una muestra de sangre, a los antigenos
especificos y, a través de un anticuerpo secundario conjugado con un
fluorocromo, determinar si hay inmunofluorescencia.(135)

El fluorocromo es una pequefia molécula unida al anticuerpo secundario por un
enlace covalente (anticuerpo conjugado) y cuando es sometido a una luz con
una longitud de onda de excitacion adecuada para ese fluorocromo, se libera
energia en forma de luz con una longitud de onda diferente a la de

excitacion.(135)
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Tabla 1.3.3 Algoritmo diagndstico de HAI del IAHG

Parametros/ Aspectos | Puntuacién Explicacion
Sexo femenino +2
Relacion FA: AST (o ALT)
<1.5 +2 Relacion FA:AST (o ALT) se refiere al grado de aumento de los niveles
1.5-3.0 0 por encima de los limites superiores de la normalidad (Isn)para estas
>3 -2 enzimas, €j. (IU/l FA+Isn FA)+(IU/l AST+Isn AST)
Inmunoglobulinas en suero o IgG superior a lo normal
>2.0 +3
1.5-2.0 +2
1.0-1.5 +1
<1.0 0
ANA, SMA o LKM-1
>1:80 +3 Titulos determinados por inmunofluorescencia indirecta en tejido de
1:80 +2 roedor o, para ANA, en células HEp-2. Titulos bajos (especialmente
1:40 +1 de LKM-1) son significativos en nifios y deberia ser puntuado por lo
<1:40 0 menos como +1.
AMA positivo -4
Marcadores de hepatitis viral
Positivo -3 Puntuacién para marcadores de hepatis A, B y C (Ej,

positivo/negativo para IgM anti-VHA, HBsAg, IgM anti-HBc, anti-VHC
y VHC-RNA. Si se sospecha de una etiologia viral a pesar de la
seronegatividad para estos marcadores, las pruebas para otros virus
hepatotropicos pueden ser relevantes como CMV y el EBV.

Negativo +3

Historia de medicamentos

Positivo -4 Historia reciente o actual de uso de drogas conocidas o sospechosas
Negativo +1 de hepatotoxicidad
Ingestion media de alcohol
<25g/dia +2
>60g/dia -2
Histologia hepética
Hepatitis de interfaz +3 “Alteraciones biliares” se refiere a alteraciones de los ductos biliares
Infiltrado linfoplasmocitario predominante +1 tipicos de colangitis biliar primaria o colangitis esclerosante primaria
Rosetas hepatocitarias +1 (Ej, colangitis granulomatosa, o fibrosis periductular severa, con
Ninguno de los anteriores -5 ductopenia, establecido en una muestra de biopsia adecuada) y/o
Alteraciones biliares -3 reaccion ductular periportal (también llamada proliferacién marginal de
ductos biliares con colangiolitis)
Otras alteraciones -3 Cualquier otro aspecto prominente o combinacién de aspectos

sugestivos de una etiologia diferente
Puntuacién para cualquier otra enfermedad autoinmune en el paciente
o en un familiar en primer grado
Los puntos adicionales para otros autoanticuerpos “definidos” y el
HLA DR3 o DR4 (si estan disponibles estos datos) deberan ser
atribuidos solo si el paciente es seronegativo para ANA, SMA'y
LKM1
Otros autoanticuerpos “definidos” son aquellos de los que hay datos
Seropositividad para otros autoanticuerpos definidos +2 publicados relacionado la metodologia de deteccién y la relevancia
para la hepatitis autoinmune
HLA DR3 y DR4 son principalmente relevantes en el norte de la
Europa caucésica y poblacion japonesa. Puede ser atribuido un punto

Otras enfermedades autoinmunes +2

Parametros opcionales adicionales:

HLA DR3 o DR4 +1 para otros antigenos clase 2 HLA para aquellos hay evidencia
publicada de su asociacion con hepatitis autoinmune en otras
poblaciones.

Confirmar la respuesta a la terapéutica (como definido en la tabla 7)

Respuesta a la terapéutica: puede hacerse en cualquier momento. Los puntos deberian ser
sumados a aquellos atribuidos por los aspectos en la presentaciéon
inicial.

Completa +2
- +3
Recidiva

Interpretacion de la puntuacién agregada
Antes del tratamiento:

HAI definitiva >15

HAI probable 10-15
Después del tratamiento:

HAI definitiva >17

HAI probable 12-17

El fluorocromo mas utilizado en el &mbito de la inmunofluorescencia indirecta es
el isotiocianato de fluoresceina (FITC), comunmente conocida como

fluoresceina, que al ser sometida a una luz con longitud de onda de 480nm que
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corresponde al espectro visible del azul, la molécula se excita y emite luz en el
espectro del verde (518nm).(135)

Asi, la imagen que vemos en el microscopio de fluorescencia es la forma
indirecta de detectar el anticuerpo circulante de interés, que seria el anticuerpo
primario utilizando un anticuerpo marcado “contra” el anticuerpo primario,

conocido como anticuerpo secundario.(136).

Tabla 1.3.4 Criterios simplificados para el diagndstico de HAI

Variable Punto de corte Puntos
ANA 0 SMA 21:40 1
ANA 0 SMA 21:80
2*
0 LKM 21:40
o SLA Positivo
19G >superior al limite de lo normal 1
>1.10 vezes el limite superior de lo 2
normal

Histologia hepatica (evidencia de hepatitis es

s . Compatible con HAI
una condicién necesaria)

HAI tipica 2

Ausencia de hepatitis viral Si 2

*Puntuacién maxima alcanzable para todos los autoanticuerpos

26: HAI probable
>7: HAI definitiva

Fuente: Hennes EM, Zeniya M, Czaja AJ, Parés A, Dalekos GN, Krawitt EL, et al. Simplified criteria for the diagnosis of
autoimmune hepatitis. Hepatology. 2008;48(1):169-76.

La mayor parte de los autoanticuerpos relacionados con la HAI son el ANA
(anticuerpos anti-nucleares), SMA (anti-actina musculo liso), SLA/LP (anticuerpo
contra la proteina soluble hepatica/pancreética), anti-LKM1 y anti-LC1
(anticuerpo tipo 1 del citosol hepético).(137) La interpretacion de los patrones es,
en muchas ocasiones, dificil y subjetiva lo que coloca el problema de la falta de

normalizacion.(137)
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1.3.2.3 La biopsia:

El algoritmo diagnéstico de la IAHG contempla la necesidad de la biopsia para el
diagndstico, sin embargo, no hay ningun aspecto histolégico patognomdénico de
HAI.(66, 133)

Hay autores que defienden el diagndstico de HAI apenas con el perfil bioquimico
e inmunologico, no obstante, la informacién que se obtiene de la biopsia no se
limita a su utilidad diagnéstica y permite tener una nocion del grado de severidad
y tiene valor prondéstico.(138)

El estudio histolégico de la biopsia hepética muestra infiltrado inflamatorio portal
constituido por linfocitos, plasmocitos y puede haber participacion de
granulocitos eosinofilos, con acentuada actividad de interfaz que se extiende al
interior del l6bulo e integrando imagenes de necrosis hepatocitaria en
puente.(138) La presencia de linfocitos en el citoplasma de hepatocitos, aspecto
conocido como emperipolesis, y la presencia de rosetas hepatocitarias han sido
descritos como aspectos clasicos de la HAI, pero esto no es patognoménico, una
vez que estos aspectos pueden ser vistos en otras hepatitis crénicas.(139) Las
rosetas hepatocitarias no son mas que el aspecto histolégico de un grupo de
hepatocitos aun viables en medio de una zona de necrosis en contexto
inflamatdério y que por tanto estan rodeados de fibrosis o de la red reticulinica
colapsada, permitiendo asi diferenciarlas de las rosetas colestaticas. (140) A raiz
de la limitada especificidad de este aspecto histoldgico, han surgido propuestas
para considerar como aspectos clasicos o de HAl tipica, la presencia de infiltrado
linfoplasmocitario con mas de 20% de plasmocitos o presencia de agregados de
plasmocitos y la deteccion de glébulos hialinos en células de Kupffer,
aumentando la especificidad, pero con reduccion de la sensibilidad para el
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diagnostico.(139) Los glébulos hialinos no son mas que acumulos de
inmunoglobulinas en el citoplasma de las células del sistema fagocitico
mononuclear de los sinusoides hepéticos conocidas como células de
Kupffer.(141) Estos globulos son positivos para el PAS (Acido Peryodico de
Shiff) y resistente a la accidén de la diastasa, igual que en el caso del pigmento
ceroide que es un producto de la fagocitosis de restos celulares, por lo que, en
la rutina diagnéstica, la diferencia sélo se puede hacer por la morfologia siendo
los glébulos de aspecto redondo y de contornos bien definidos y el pigmento
ceroide de aspecto granular y fino.(139)

Aunque raro, es posible encontrarnos con la presencia de células gigantes
(“multinucleadas”) en la biopsia de una HAI.(142) Estas células no son mas que
hepatocitos multinucleados y reflejan apenas un espectro de regeneracion
celular ante el dafo.(142) La hepatitis de células gigantes pos-infantil tiene
causa autoinmune hasta en un 40% de los casos.(142)

Los granulomas epitelioides en contexto de hepatitis cronica nos llevan siempre
a considerar como primera hipétesis, el diagnéstico de CBP, no obstante, pueden
estar presentes en la HAI.(143)

Aunque la HAI ha sido descrita como una hepatitis crénica y por tanto con
inflamacion predominantemente portal, la necrosis peri-centrovenular puede ser
la manifestacion predominante en el estudio histologico de la biopsia.(144)

A veces, en el contexto de otra enfermedad autoinmune como puede ser la CBP,
la biopsia puede mostrar aspectos atipicos como una actividad de interfaz
intensa que no seria esperable en el contexto de una fase florida de la CBP. En
estos casos hay una sobreposicion de aspectos que nos llevaria a hablar de

sindrome de sobreposicion; sin embargo, los criterios de la IHAG manifiestan sus
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reservas para aceptar esta condiciébn, aunque reconocen que es un hecho
excepcional.(66, 72)

Los aspectos morfologicos de la VHC y hepatitis B pueden ser indistinguibles de
una HAI y estos casos pueden presentarse con hipergammaglobulinemia y
autoanticuerpos.(145) Determinar cual es el proceso patolégico predominante
puede ser extremadamente dificil en estos casos controvertidos y el diagndstico
definitivo se realiza en funcion de la respuesta a la terapéutica junto con los
restantes datos clinicos, analiticos e inmunoldgicos.(142)

Un aspecto que puede ser observado en biopsias hepéticas realizadas en el
contexto de HAI, es un fendbmeno de localizacién preferencial del infiltrado
inflamatorio alrededor de los ductos biliares de los espacios porta.(146) El dafio
en los ductos biliares puede llevar a una pérdida de estos ductos en los espacios
porta (ductopenia) y colocar la hipétesis de una colangiopatia autoinmune del

tipo CBP o colangitis esclerosante. (142, 146)

1.3.3 CBP

1.3.3.1  Manifestaciones clinicas:

Actualmente, la mayoria de las pacientes con CBP se diagnostican de forma
casual, ante la elevacion de FA y GGT junto con discreta elevacion de
transaminasas. Aunqgue los dos sintomas principales son el prurito y la fatiga, la
fatiga acaba por ser un sintoma incapacitante constante o progresivo casi
siempre presente en la gran mayoria de los casos mientras que el prurito es

menos comun actualmente, en gran parte debido al diagndstico precoz en fase
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asintomatica.(97) Otro sintoma, menos frecuente, es el dolor abdominal.
Normalmente inespecifico y no progresivo.(97)

El examen fisico es habitualmente normal, aunque cierta hepatomegalia y
presencia de excoriaciones cutaneas pueden ser observadas.(97) Hiper-
melanosis, xantelasmas y xantomas cutaneos también son hallazgos comunes,
mientras que la ictericia y las manifestaciones de la hipertension portal son
eventos tardios.(74)

Otras enfermedades autoinmunes que ocurren con frecuencia en pacientes con
CBP son el Sindrome de Sjogren, tiroiditis de Hashimoto, Enfermedad de Grave,
esclerodermay el Sindrome CREST (calcinosis, Raynaud, disfuncién esofagica,

esclerodactilia y teleangiectasias).(37)

1.3.3.2  Eldiagndstico:

Para efectos de diagndstico, un aumento de 1.5 veces el limite normal de FA
sérica y valores inferiores a 5 veces el limite normal de aspartato
aminotransferasa, con prueba inmunolégica positiva para AMA. Los pacientes
precisan la realizacion de biopsia hepatica que tiene una elevada especificidad

diagnéstica para la CBP.(147)

Actualmente la mayor parte de los casos son diagnosticados en fase
asintomatica por la facilidad de acceso a las pruebas de deteccion del
autoanticuerpo especifico AMA.(85, 86) En casos AMA negativos, la realizacion
de pruebas para la deteccion de otros autoanticuerpos especificos es
aconsejada, como el sp100 vy el gp210.(148, 149) Si los esfuerzos para detectar

autoanticuerpos especificos son infructuosos, la biopsia hepética es necesaria
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para demostrar el dafio en los ductos biliares y realizar el diagnéstico.(147) Una
buena parte de los casos de CBP AMA negativos probablemente seran falsos
negativos o seran resultado de las limitaciones de las técnicas para detectar los
autoanticuerpos.(150) Dado que una buena parte de estos casos presentan
otros autoanticuerpos como los ANA y SMA, a veces se plantea el dilema de
diferenciar de una HAI.(150) Se sabe que los titulos de AMA fluctian a lo largo
de la enfermedad y la seroconversidn ocurre con frecuencia en ambos

sentidos.(150)

El perfil bioquimico hepatico en sangre periférico presenta tipicamente un
aumento acentuado de la FA, ligero aumento de las transaminasas y un aumento
de las inmunoglobulinas, mas frecuentemente IgM.(97) Algunos pacientes
presentan una elevacibn acentuada de las transaminasas e
hipergammaglobulinemia.(97) Estos perfiles bioquimicos estan relacionados con
la severidad de la enfermedad, de tal forma que la hipergammaglobulinemia y el
aumento de las transaminasas se relaciona con la actividad necroinflamatoria
periportal e intralobular mientras que el aumento de la FA esta relacionado con

la inflamacién ductal y la ductopenia, en pacientes no cirréticos.(97)

1.3.3.3 La biopsia:

El aspecto histoldgico de la biopsia depende del estadio en el que se encuentra
el paciente. La estadificacion, que se realiza en la biopsia, se basa en los criterios
de Scheuer y su relevancia esta en su significado clinico porque permite predecir
el curso de la enfermedad e incluso el riesgo de desarrollo de un

hepatocarcinoma.(151-153) Se han propuesto otros sistemas para la
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estadificacion e incluso sistemas mixtos como la estadificacion de Scheuer y
Ludwig que modifica el estadio 2 de Scheuer que contempla apenas la existencia
de proliferacion ductular mientras que Ludwig contempla la hepatitis periportal

(154, 155)

Tabla 1.3.5).(117) En este sistema mixto atribuyen el estadio 2 si se verifica
cualquiera de las dos situaciones. Sin embargo, el sistema de Scheuer es el méas
extendido y siempre tomado como referencia a pesar de que todos los sistemas
presentan debilidades derivadas del hecho constatado de que la CBP afecta al
higado de forma heterogénea y la biopsia es una pequefa parte de un todo. (154,

155)

Tabla 1.3.5 Sistema de estadificacion de Scheuer modificado de la CBP

Estadios de la CBP
1. Lalesién ductal florida; hepatitis portal
2. Reaccién ductular y hepatitis periportal
3. Fibrosis cicatricial; necrosis en puente; fibrosis septal

4. Cirrosis

Fuente: MD JHL. Scheuer's Liver Biopsy Interpretation. 10th ed. MD JHL, editor: Elsevier; 2021

En la fase ductal florida el dafio de los ductos ocurre principalmente en los
grandes ductos interlobulares y septales permaneciendo los pequefios ductos
intactos hasta las fases mas avanzadas de la enfermedad.(151) El infiltrado
inflamatorio es predominantemente linfoide, frecuentemente con formacion de
agregados linfoides con centro germinativo y presencia de plasmocitos que
ocasionan la ruptura y destruccion del ducto. (151) Parece que los eosindfilos,

también elementos frecuentemente presentes, tienen un papel relevante en el
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proceso destructivo de los ductos biliares. En la formacion de granulomas y de
otras respuestas inflamatorias, hay evidencias que sugieren un aumento de
mediadores quimiotacticos de eosinofilos en pacientes con CBP, alguno de ellos
secretados por células epiteliales y endoteliales.(156, 157)

En concordancia con el predominio de IgM sérica aumentada en estos pacientes,
los plasmocitos del infiltrado inflamatorio portal son generalmente
inmunorreactivos para anticuerpos anti-lgM, lo que es de gran ayuda para el
diagndstico diferencial con la HAI que generalmente son inmunorreactivos para
IgG.(158) Sin embargo, parece haber un predominio de expresion por
inmunohistoquimica de anticuerpos anti-lgG en plasmocitos portales de
pacientes con CBP cuando el grado de fibrosis es avanzado.(159)

En la fase florida es frecuente encontrar granulomas en la biopsia hepatica y su
morfologia varia desde apenas agregados laxos de histiocitos hasta granulomas
epitelioides.(160) Los granulomas presentes en la biopsia en contexto de CBP
NO SON NUMerosos y tampoco son necrosantes.(161) La presencia de numerosos
granulomas en la biopsia hepética debe colocar otras hipétesis diagnésticas,
dejando la posibilidad de sarcoidosis en udltimo lugar como diagnéstico de
exclusion.(161) Los granulomas de la sarcoidosis presentan algunos aspectos
que permiten sugerir esta hipétesis diagnéstica, como el hecho de ser
granulomas grandes, de contornos bien definidos, frecuentemente epitelioides,
coalescentes y sin 0 con muy poca necrosis de tipo fibrinoide.(162) No obstante,
la presencia de granulomas extra-hepaticos en contexto de CBP coloca dilemas
importantes sobre su relacion o asociacion con la enfermedad hepatica.(117,

160, 163-165)

Pagina 1-39 de 337



Una forma rara de CBP, que se caracteriza por acentuada ductopenia sin fibrosis
significativa portal, es denominada la variante ductopénica prematura de CBP,
en la cual la funcion hepatica esta preservada pero el prurito y la colestasis es
tan intensa que su efecto deletéreo en la calidad de vida del paciente lleva a
valorar frecuentemente el trasplante hepético.(166)

En algunos pacientes, la biopsia hepatica muestra en el estudio histolégico un
ligero infiltrado inflamatorio portal inespecifico sin evidencia de dafio ductal. En
estos casos se recomienda la realizacion de cortes seriados, una vez que buena
parte de estos casos presentan, en los niveles mas profundos del tejido incluido
en parafina, aspectos que permiten compatibilizar el diagnostico de CBP.(117)
En las fases iniciales de la CBP, el infiltrado inflamatorio es predominantemente
portal, con focales aspectos que sobrepasan la placa limitante portal, y de
actividad necroinflamatoria intralobular focal.(167) La hiperplasia nodular
regenerativa puede ser reconocida en esta fase, con la ayuda de técnicas
histoquimicas para reticulina, y que junto con la disminucién del diametro de las
venas portales pueden explicar situaciones de hipertension portal que preceden
a la fibrosis o la cirrosis.(168) En la fase precoz es inusual la colestasis
canalicular y cuando ésta es observada, debemos pensar en la coexistencia de
otro factor, como puede ser la ictericia inducida por esteroides.(117, 167, 168)
La progresion histolégica de la enfermedad ocurre cuando el infiltrado
inflamatorio se extiende de forma evidente mas alla de los limites de la placa
limitante hacia la zona intralobular.(117) En esta fase coexisten dos aspectos
morfologicos distintos: el primero esta relacionado con aspectos colestaticos y
biliares probablemente debido a la pérdida de ductos, mientras que el segundo

aspecto es de tipo hepatitis cronica.(117) La reaccion ductular es el aspecto
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biliar mas frecuente y precoz, y consiste en la proliferacion de neoductos que
pretenden suplir la funcion del ducto biliar interlobular dafiado drenando la bilis
desde el parénquima y envidndola al sistema ductal actuando como “puente”
sobre el segmento lesionado del ducto a modo de “bypass” o derivaciéon.(117,
169) Estos neoductos pueden ser dificiles de ver en la hematoxilina eosina por
el denso infiltrado inflamatorio que los esconde, pero un estudio
inmunohistoquimico con citoqueratina 7 revela su existencia.(117, 170)

La pérdida de ductos lleva a una forma cronica de colestasis que se caracteriza
por la presencia de hepatocitos tumefactos, pigmento biliar, cuerpos hialinos de
Mallory, depdsitos de cobre y de proteina transportadora de cobre.(117) En
ocasiones, el acumulo de bilis puede ser visto en los canaliculos de las regiones
alrededor de los espacios porta y septos, pero una colestasis canalicular difusa
frecuentemente traduce fallo hepético o sepsis.(117) Los macrofagos
espumosos pueden ser abundantes y formar xantomas difusos o
localizados.(117)

El patron hepatitico junto con el colestatico coexisten frecuentemente e incluso
puede haber necrosis pericentrovenular y expansion fibrosa portal con formacion
de septos, probablemente por extension de la actividad necroinflamatoria de
interfaz portal.(171) La fibrosis sinusoidal parece estar asociada a la disfuncion
hepatocelular y a la hipertensién portal.(172)

Con el avance de la enfermedad, la fibrosis aumenta y la inflamacion portal
disminuye, pero los agregados linfoides continlan presentes en donde estarian
los ductos biliares interlobulares.(151) Se forman puentes de fibrosis entre
espacios porta y/o a venas centrolobulares que lleva al desarrollo de cirrosis. En

los pacientes donde el patron colestatico predomina, la cirrosis es de tipo biliar,
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mientras que los casos en los que predomina un patron hepatitico la cirrosis
tiende a ser de tipo poshepatitico y ambos patrones pueden coexistir, alternando

areas de cirrosis con &reas de parénquima de estructura preservada.(117)

1.4 Metabolomica

1.41 Conceptos y Generalidades

El término metaboloma surge en 1998 para definir un conjunto de analitos
(componente o elemento de interés analitico) cuya concentracion relativa varia
en funcién de la activacion o supresion de un gen con sus implicaciones a nivel
transcripcional (transcriptoma) y a nivel traslacional (proteoma) (Figura 1.4.1).(173,
174)

Un “metabolito” es el término para definir un producto (analito) resultante del
metabolismo. Son moléculas pequefias con una masa inferior a 1500 Da. (175).
El estudio cuantitativo e integrado de todos los metabolitos de un sistema
biologico en estudio, es definido como metabolémica.(176) Horning y
Horning(177) introducen el término perfil metabdlico como “...realizar analisis
multicomponente ... para el estudio de metabolitos humanos”.

La huella dactilar metabdlica (“fingerprinting”) la definié Fiehn(176) como “una
rapida clasificacion de muestras de acuerdo con su origen 0 a su relevancia
biolégica...” apenas necesitando definir la presencia o ausencia de metabolitos,
sin necesidad de medir los niveles de cada metabolito individualmente en la

célula. Refiere este autor que, para no confundir esta metodologia con la
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metabolémica, un término que ha sido utilizado en estos casos es el de
metabondmica, que difiere de la metabolémica en su finalidad.

La pisada metabdlica (“footprinting”), término propuesto por Allen et al.(178) y
posteriormente adoptada por Kell et al.(179), es descrita como la identificacion y
medicion global de todos los metabolitos en el medio extracelular; es diferente
de la huella dactilar metabolémica que se centra en los metabolitos
intracelulares.

Es importante tener en cuenta que una buena parte de los metabolitos humanos
son el resultado de actividades enzimaticas genéticamente codificadas pero otra

parte procede de la microbiota, de los alimentos y de medicamentos.(180)
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Figura 1.4.1 Relacion entre gendmica, transcriptomica, protedmica y metabolémica

Se calcula que hay descritos mas de 40.000 metabolitos en el ser humano.(181)
Otro aspecto importante es que un mismo metabolito puede participar en muchas
vias diferentes siendo casi siempre imposible vincular de forma directa

metabolitos y genes, porque un gen puede dar lugar a muchos ARNm, un ARNm
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puede dar lugar a varias proteinas y multiples metabolitos pueden proceder de
una Unica enzima al poder ésta aceptar diferentes substratos.(174) Al mismo
tiempo, alteraciones en las condiciones del medio celular pueden alterar los
metabolitos en menos de 1seg lo que puede dificultar establecer una relacion
real de un perfil o una determinada via metabdlica con el problema que estamos
estudiando.(182)

Los metabolitos a su vez regulan la expresion génica a través de su interaccion
con factores de transcripcion nuclear y parece haber cada vez mas evidencias
que las enzimas juegan también un papel regulador del genoma (Figura
1.4.1).(183, 184)

Por sus propiedades quimicas los metabolitos pueden ser hidrofilicos polares
(acidos nucleicos, aminoacidos, azlcares, pequefios acidos organicos) y
normalmente estan involucrados en el metabolismo primario; los metabolitos
pueden ser no polares o hidrofébicos (antibiéticos, compuestos fendlicos) y no
estan involucrados en el metabolismo primario.(185)

El metabolismo primario engloba un conjunto de reacciones y vias que son
fundamentales para la sobrevivencia mientras que el metabolismo secundario
tiene funciones importantes en el crecimiento, desarrollo y la adaptacion del
organismo al medio ambiente, como ocurre en algunas especies de hongos
Penicillium.(183, 184)

Desde el punto de vista metodolégico, las estrategias para la deteccion de
metabolitos basadas en los conceptos anteriormente descritos se pueden
resumir a dos: dirigida “targeted”y no dirigida “untargeted” o de perfil metabdlico
o de perfil de metabolitos.(174) La estrategia no dirigida “untargeted” pretende

detectar la mayor parte de los metabolitos presentes en la muestra con la Gnica
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limitaciébn que impone la técnica utilizada, asi podemos incluir dentro de esta
categoria el abordaje de tipo huella dactilar (metabolitos celulares) y el tipo
pisada metaboldmica (metabolitos del medio extracelular), mientras que la
estrategia dirigida “targeted” pretende el analisis o deteccion de metabolitos
previamente definidos y/o metabolitos que participan en vias metabdlicas
especificas.(185)

Estos términos no son consensuales en la literatura encontrdndose significados
diametralmente opuestos en el término “perfil metabdlico” como siendo una
aproximacion experimental dirigida (“targeted”), con conocimiento previo de los
metabolitos que se pretenden determinar en la muestra.(186)

Las plataformas tecnoldgicas para el andlisis de metabolitos mas utilizadas en
las dltimas décadas son la espectroscopia por resonancia magnética nuclear
(“NMR espectroscopy”), que presenta ventajas con respecto a otras técnicas
como la relativa facil preparacion de las muestras, el caracter no destructivo
(posibilidad de recuperar la muestra), su capacidad para cuantificar los niveles
de los metabolitos y su buena reproducibilidad, sin embargo, es menos sensible
que las otras dos técnicas mas utilizadas como son la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (“GC/MS”) y la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas (‘LC-MS”).(187) Estas dos ultimas
técnicas difieren en la menor reproducibilidad de la cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas al compararla con el método de GC-MS y
por la capacidad de deteccion de los analitos en funcién de su masa siendo que
por debajo de los 600 Da, el método GC/MS tiene un peor desempefio que la
LC-MS, aparte que mediante la técnica de GC-MS so6lo son detectados analitos

volatiles.(188, 189)
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Cada técnica tiene sus ventajas y sus desventajas que pueden tener reflejo en
el resultado de la cantidad de analitos detectados y que a su vez se atribuye en
parte a las caracteristicas fisicoquimicas de estos analitos, como destaca
Psychogious et al.(190) al analizar el metaboloma de suero humano donde
identific6 49 metabolitos mediante espectroscopia NMR y 90 metabolitos
mediante GC-MS, llamando la atencion el hecho de que 20 compuestos
detectados por NMR no fueron detectados mediante GC-MS y que 45
compuestos fueron detectados mediante GC-MS y no mediante NMR
atribuyendo esto al caracter excesivamente volatil/no volatil de compuestos que
serian detectados por NMR y no por GC-MS o por pérdida durante la preparacion
de la muestra. Otras causas potenciales que el autor atribuye para detectar
compuestos mediante GS-MS y no por NMR es si sus protones no son
detectables o si su concentracion esta por debajo de los limites de deteccidn, sin
embargo, todos los compuestos detectados por NMR fueron detectados por la
otra técnica.

La extensa manipulacion de las muestras que requiere la técnica GC-MS y la
versatilidad de la técnica LC-MS para la deteccion tanto de metabolitos poco
volatiles y asi como metabolitos de caracter polar y no polar, hace que la técnica
LC-MS sea la seleccionada en numerosos estudios metabolomicos.(191) No
obstante, no podemos pensar que la técnica GC-MS esta limitada a la deteccién
de metabolitos volatiles ya que, mediante la misma, es posible detectar estos
metabolitos no volatiles o poco volatiles introduciendo varios pasos en el proceso
y que estan enfocados a transformar los compuestos poco volatiles o no volatiles

en compuestos volatiles. Este proceso, denominado “derivatizacién”, adiciona
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pasos al proceso con el consecuente aumento de tiempo del ensayo y aumento

en la posibilidad de errores.(174)

1.4.2 Preparacion de la muestra

Los estudios metabolémicos pueden ser realizados a partir de una extensa
variedad de muestras que pueden ser fluidos biolégicos (orina, sangre, suero,
saliva, liquido cefalorraquideo...) (186, 192-195), células cultivadas o
tejidos.(196, 197)

La facilidad de acceso a muestras de fluidos biolégicos como la saliva y la orina
los hacen excelentes candidatos para estudios metabolomicos con la finalidad
de encontrar biomarcadores.(186, 192) Parece aceptable desde el punto de vista
ético y operacional que este tipo de muestras sean utilizadas como muestras
subsidiarias o sustitutas de tejidos con los que tienen una relacion fisiolégica o
topografica, como es el caso de la orina para el estudio de enfermedades renales
o la saliva para el cancer oral.(198, 199)

Al ser la orina el producto del principal sistema excretor del cuerpo humano, se
ha utilizado para descubrir biomarcadores de enfermedad (200), determinacién
del estado nutricional (201) y para el desarrollo de medicamentos (202).

En el caso de la orina, la mejor muestra es aquella que se recoge de la primera
miccién de la mafiana porque se reduce el efecto de la alimentacién y/o de los
medicamentos después de varias horas de ayuno(203, 204), aunque hay autores
gue defienden gue la segunda miccién de la mafiana es mas aconsejable.(205)
Acerca de las condiciones de almacenamiento de la muestra de orina, Wang et

al.(206) demuestra que son un factor fundamental para mantener la estabilidad
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de los metabolitos y que la adicion de quimicos preservadores debe ser hecha
con cautela por su potencial capacidad para inducir alteraciones en los
metabolitos. Recomienda que la orina sea almacenada a 4°C hasta 48h o a
temperatura ambiente < 22°C hasta 24h, siendo que si se prevé que los tiempos
méaximos de almacenaje seran sobrepasados o que las temperaturas de
almacenaje seran altas sugiere la adicion de timol, un producto quimico con
propiedades bactericidas.

Si el estudio pretende ser no dirigido (“untargeted”), lo mejor es utilizar la orina
pura sin modificar, sin embargo la sensibilidad para metabolitos poco
abundantes de las plataformas LC-MS saldria perjudicada y los componentes
del equipo se saturan(207), por lo que se recomienda en estos casos diluir la
orina con solventes apropiados(186). En aquellos estudios dirigidos (“targeted”),
se recomiendan procedimientos de seleccién previa de grupos de metabolitos de
interés antes del analisis en la plataforma y una forma es a través de la técnica
de extraccion de fase solida.(208)

Hay una gran variabilidad en la cantidad y diversidad de metabolitos en la orina
entre individuos y las caracteristicas individuales de la orina también varian en
funcion de varios factores, por lo que es necesario la normalizacion antes del
andlisis metabolomico, generalmente utilizando pardmetros que reflejen la
concentracion de la orina como puede ser la osmolaridad, creatinina o gravedad

especifica.(209)

En el caso del suero y del plasma, este tipo de muestras no son tan accesibles
como la orina o la saliva porque es necesaria una flebotomia para obtener la
muestra. La distincién entre suero y plasma puede ser relevante, una vez que

parece haber diferencias en las concentraciones de metabolitos en ambos tipos
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de muestra del mismo individuo.(210) La presencia de aditivos como el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), la heparina o citrato en los tubos para la
coleccion de sangre no parece afectar significativamente al perfil metabolémico
en los estudios basados en espectrofotometria de masas (MS) y en resonancia
magnética (NMR).(209)

No se han encontrado diferencias significativas en el perfil metabolémica de
suero y plasma congelado a -80°C con el paso del tiempo, por lo que el
almacenaje de alicuotas de suero y/o plasma a -80°C es aconsejable.(209)
Para la extraccién de los metabolitos de las muestras de suero o plasma es
necesario eliminar de la muestra los compuestos con alto peso molecular. Para
ello se utilizan solventes organicos como el metanol que provoca la precipitacion
de estos compuestos indeseables y que son separados por medio de
centrifugacion, interesando soOlo el sobrenadante que contiene los
metabolitos.(211)

Como la actividad enzimética es completamente inhibida a temperaturas
inferiores a -56°C y como el suero y el plasma tienen elevados niveles de
enzimas, la adicion del solvente organico debe ser realizada justo por encima del
punto de congelacion del agua, de forma a reducir al méximo la actividad
enzimatica y evitar alteraciones en los niveles de metabolitos de la muestra.(211)
Los lipidos que contiene el plasma no son completamente eliminados por este
meétodo de extraccion y pueden perjudicar el analisis de metabolitos, por lo que
se adiciona un meétodo de extraccion de lipidos que pretende desplazar los
lipidos a un solvente organico como puede ser el metil tert-butil éter (MTBE)
mientras que los metabolitos solubles en agua quedan separados permitiendo la

separacion definitiva utilizando una pipeta.(212)
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La saliva es un producto de facil obtencion y acceso que puede ser un sustituto
del plasma para fines de analisis metabolomico.(213) Estas caracteristicas
hacen de la saliva un producto atractivo para el estudio de enfermedades
emergentes como la infeccibn por SARS-CoV-2, agente etioldégico del
COVID19.(214)

Es importante que el método de recogida de la saliva sea siempre el mismo para
toda la casuistica del estudio, una vez que la saliva recogida después de
estimulos (saliva estimulada) como puede ser la masticacién de parafina o la
instilacion de un &cido, la saliva recogida sin estimulos (saliva no estimulada) y
saliva pura procedente de una determinada glandula como puede ser la glandula
parotida, muestran resultados diferentes en el estudio metabolémico.(215) El
siguiente paso es la hidrolisis utilizando agentes alcalinos o acidos como NaOH
o HCI que permiten la liberaciébn de metabolitos adheridos a proteinas con la
ayuda de un agitador vértex para posteriormente someter la muestra a
centrifugacion quedando con el sobrenadante como producto de interés.(216)
El almacenaje de la muestra de saliva después de la preparacién, puede hacerse
a 4°C durante 4h o a -20°C en un méaximo de 4 semanas.(217)

El liquido céfalo-raquideo o fluido cerebroespinal es un ultrafiltrado de plasma
con bajo contenido en proteinas y células que protege el cerebro de las
variaciones de la presion sanguinea, regula el medio ambiente quimico del
sistema nervioso central y es el medio de transporte intracerebral.(218)

Por las caracteristicas del liquido céfalo-raquideo, el procesamiento de la
muestra es mucho mas simple que para otro tipo de fluidos biolégicos

limitandose apenas a una agitacion con vortex y centrifugacion para después
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almacenar el sobrenadante a -80°C hasta su uso para el analisis sin mediar
cualquier proceso de extraccion de metabolitos. (219, 220)

Otros fluidos corporales como el sudor,(221) la leche materna,(222) derrames
pleurales,(223) derrames peritoneales,(224) fueron objeto de estudios
metaboldmicos con diferentes finalidades y potenciales aplicaciones clinicas.
Los fluidos bioldgicos son la fuente principal del fenotipaje metabdlico de
multiples situaciones patolégicas que permiten estratificar a pacientes
prediciendo efectos adversos de terapias farmacologicas o quirdrgicas.(225,
226) Sin embargo, el perfil metabdlico de todo un organismo no suministra
informacion acerca de tipos celulares especificos bajo diferentes condiciones, lo
que puede ser relevante para el desarrollo de terapéuticas diana especificas de

fenotipos celulares.(227)

Los cultivos celulares permiten complementar la informacion obtenida en los
fluidos biologicos.(228) Entre sus ventajas esta el hecho de ser un ensayo
realizado en ambiente controlado, donde factores potencialmente confundidores
asociados a muestras biolégicas obtenidas directamente del donante como
pueden ser el sexo, la edad, el estado de salud, etc., no interfieren y son
eliminados de la “ecuaciéon”.(229) El procesado de la muestra requiere pasos
adicionales a los normalmente utilizados en los fluidos biolégicos y que incluye
la aplicacién de un método que pretenda parar de forma instantanea todas las
reacciones metabodlicas después de la extraccion de las células de su medio de
cultivo, es el llamado “quenching” que en castellano seria el templado.(228) Para
ello se utiliza el frio aplicando solventes diluidos cuya temperatura puede ir desde
los 4°C hasta los -50°C dependiendo de si la muestra es una suspension celular

o son células adherentes y del riesgo de pérdida de metabolitos por una ruptura
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indeseada de las membranas celulares.(230) Los cultivos celulares 3D
presentan ventajas frente a los tradicionales 2D, como la capacidad de
organizacion de las células de una forma mas parecida a aquella que tendrian si
estuviesen en el 6rgano de origen con ganancias en la expresion de metabolitos
y aumento de la supervivencia del cultivo.(231)

El tejido parafinado en bloques de parafina constituye el principal archivo
“biolégico” de los servicios de anatomia patolégica. De este material es posible
extraer marcadores moleculares (DNA, RNA y proteinas) archivados durante
lustros.(232) En el caso de la metabolémica se ha estudiado el papel que juega
la fijaciébn en formol, el procesamiento y la inclusion en parafina de los tejidos
habiéndose concluido que la identificacion de metabolitos procedentes de
material fijado en formol y en el material parafinado es afectada ligeramente
siendo que el material parafinado es el que mayor influencia tiene la
extraccion.(233) En el estudio de Wojakowska A et al.(233), en un disefio no
dirigido (untargeted) en una plataforma GC/MS consiguieron detectar 75, 77 y
60 compuestos de muestras congeladas a fresco, soélo fijadas en formol y de
material parafinado, respectivamente. El método empleado por Wojakowska A
et al.(233)para la extraccién consistio en una fase de desparafinacién con xileno
seguido de “centrifugacién durante 5 minutos a 13.000rpm a 4°C; el pellet solido
se secO en el desecador durante 2h. ...posteriormente las muestras se
homogeneizaron en 250uL mezcla de MeOH: H20 (1: 1 v / v), se agité en el
agitador vortex durante 5 min y se colocaron en un bafio ultrasénico durante 10
minutos, y la mezcla resultante se centrifugd durante 10 minutos a 16.000 rpm
en 4 ° C. El sobrenadante se transfirio a unidades de filtro centrifugo (Millipore

PVDF 0,22um), y luego se centrifugé durante 1 minuto a 13.000 rpm para
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generar fraccion polar (12 extraccion). El pellet fue suspendido en 250uL de
mezcla de Ch2CI2:MeOH (3:1 v/v) y procesado como se describié anteriormente
para generar fraccién no polar (22 extraccién).”

En el &mbito de un estudio sobre cancer de colon, Arima K et al.(234) congelaron
muestras de 11 canceres de colon procedentes de piezas de colectomia y para
el estudio metabolomico realizaron cortes a 20um de cada caso para el material
congelado y para el material en parafina. El método de extraccion utilizado fue el
siguiente:

“La extraccién de metabolitos de tejido parafinado y muestras congeladas a
fresco realizado..., los metabolitos de las muestras congeladas a fresco se
extrajeron por incubacion en 1 mL de metanol al 80% a temperatura ambiente
durante 4 horas. Después de la centrifugacion en 14.000x g durante 10 minutos,
los sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a -80°C hasta el andlisis
metabolico. Los metabolitos de las muestras parafinadas se extrajeron por
incubacién en 1 mL de metanol al 80% a 70°C durante 45 minutos en tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL sin ningun tipo de procedimiento de desparafinacion.
Las muestras se colocaron en hielo durante 15 minutos y se centrifugd a 14.000x
g durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se transfirieron a los nuevos
tubos de microcentrifuga de 1,5 mL tubos y colocados en el hielo durante 10
minutos, seguido de centrifugacion a 14.000x g durante 5 minutos a 4°C. Los
sobrenadantes fueron recogidos y almacenados a -80°C hasta el andlisis
metabdlico.”

En este estudio consiguieron detectar, en el material parafinado, el 40% de los
metabolitos detectados en el material congelado, identificando una relacion

proporcionalmente inversa entre el peso molecular y la capacidad de deteccion
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a partir de muestras parafinadas.(234) Son resultados equivalentes a los
descritos en el &mbito de un estudio metabolomico en cancer de préstata y en
ambos estudios valoran positivamente el papel del material parafinado como

muestra valida para la realizacion de estudios metabolomicos.(234, 235)

1.4.3 Cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a
espectrometria de masas en tandem

La cromatografia es un método fisico de separacién en el cual los componentes
a separar se distribuyen entre dos fases, una que es estacionaria (fase
estacionaria) mientras que la otra, (la fase mévil) se mueve en una direccion
determinada.(236) La fase mévil suele ser un liquido que se desplaza por accién
de la gravedad, sin embargo, en el caso de la cromatografia de alta eficacia, el
liguido se desplaza a alta presion (50-350 bar). (237)

La fase estacionaria es una de las dos fases que forman un sistema
cromatografico. Puede ser un soélido, un gel, o un liquido. Si es un liquido, puede
estar adherido sobre un sélido. Este sélido puede o no contribuir al proceso de
separacion.(236)

La representacion de la respuesta del detector en un grafico de la concentracion
del analito en el efluente, es el cromatograma.(236)

Las cuatro funciones del espectrometro de masas son: ionizacién, separacion,
deteccién y analisis.(238) Para esto necesita de los siguientes componentes:
fuente de ionizacién, analizador de masas, detector y software.(238)

Como su nombre indica, la cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a

espectrometria de masas en tandem (MS/MS) consiste en dos equipos
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acoplados, siendo que la cromatografia liquida se encarga de la separacion de
los compuestos de una muestra antes de la fase de analisis en el espectrometro
de masas que se encargara del andlisis de las masas de cada compuesto.(237)
La derivatizacion es un término amplio que generalmente se asigna a
transformaciones quimicas irreversibles de los analitos o a aquellas que tienen
una gran tendencia a completarse.(239)

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, se realiza en tipos
de muestras que son térmicamente inestables, grandes, polares, i6nicas o no
volatiles, o que necesitan ser derivatizadas.(240) Las muestras tipicas incluyen
nucleétidos, péptidos, esteroides, hormonas, colorantes, &acidos grasos y
alcoholes; por eso se usa preferentemente en farmacocinética, protedmica,
metaboldmica, lipidémica y desarrollo de farmacos.(240)

La cromatografia liquida se usa primero para separar los componentes de la
muestra de modo que sus formas relativamente purificadas puedan introducirse
en el espectrometro de masas.(240) La ionizacion por electrospray (ESI) o la
ionizacién quimica a presién atmosférica (APCI) se suele aplicar para generar
iones cargados a partir de la muestra, y son estos iones los que pasan al
analizador de masas. La identidad del ion objetivo se determina comparando su
relacion masa:carga (m/z) con una base de datos espectrales como MassBank,
METLIN y mzCloud.(240)

Las caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras, asi como la de los analitos
que se pretenden identificar, determinaron qué solucion de extraccion es la mas

adecuada y la composicion de la fase movil y de la fase estacionaria.(240)

Hecha la separacién en la columna cromatografica, la muestra purificada es

ionizada y por aspersion entra en el analizador del espectrometro de masa,
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donde los analitos son sometidos a un campo magnético y el analizador separa
y almacena iones cargados en funcion de sus polaridades.(238) Algunos
ejemplos de analizadores de masas incluyen cuadrupolos, triples cuadrupolos,
trampas de iones, Orbitraps, transformada de Fourier, sectores magnéticos e
instrumentos de tiempo de vuelo (TOF).(238) Diferentes analizadores sobresalen
en diferentes funciones; por ejemplo, los cuadrupolos se utilizan a menudo en
estudios cuantitativos, mientras que las trampas de iones se eligen para trabajos
cualitativos y estructurales.(238)

La practica de MS simultanea se denomina frecuentemente espectrometria de
masas en tandem (MS/MS o MS2) y se refiere a dos o mas pasos de reaccion
que se realizan en iones seleccionados.(238) En el primer paso del analisis de
masas, los iones precursores se forman en la fuente de iones y se inducen a
fragmentarse.(238) En el segundo paso, los productos de fragmentacion se
detectan y analizan.(238) La seleccién de iones precursores y fragmentos, asi
como su humero durante cada paso del proceso, puede variar segun el objetivo

del analisis.(238)

1.4.4 Metabolomica en la HA

Hasta el afio 2016, los metabolitos detectados en plataforma de resonancia
magnética a partir de muestras de plasma que mostraron una variacion positiva
en el caso de la HAI y citados en la literatura fueron: acetoacetato, acetona,
citrato, creatina, dimetilamina, glutamina, histidina y piruvato.(241) Metabolitos
gue se relacionan con las vias del metabolismo de los aminoacidos y

metabolismo de los carbohidratos.(242). En esta misma linea, Wang, J. B et al
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(243) publicoé un estudio realizado en plasma de pacientes con HAI, pacientes
con dafio inducido por drogas, pacientes con CBP y pacientes con sindrome de
sobreposicion consiguiendo, a través del estudio metaboldomico con plataforma
de resonancia magnética, modelos predictivos con excelente capacidad
discriminativa al mismo tiempo que sus resultados soportan la importancia del
metabolismo energético y el metabolismo de los carbohidratos en la HAL.

Un estudio reciente realizado en suero de pacientes con HAI en diferentes fases
evolutivas hasta la cirrosis descompensada revela que el perfil metabdlico
evolutivo de esos pacientes apunta para un aumento creciente del metabolismo
catabdlico con predominio de protedlisis y lipdlisis con disminucion del
metabolismo anabdlico.(244)

En este sentido, la kynurenina es un subproducto del catabolismo del triptéfano
que se encuentran elevada en situaciones de inflamacion y en infecciones virales
cronicas, mientras que la neopterina es un producto del metabolismo de las
purinas producida por macro6fagos y monocitos bajo el estimulo del interferén
gamma.(245) Ambos metabolitos se consideran biomarcadores de inflamacién y
de activacion inmune respectivamente siendo que la razon kiynurenina/triptéfano
y los niveles de neopterina se correlacionan positivamente, no obstante, esta
relacion no fue encontrada en casos de HAI tipo 1 y tipo 2 en la edad pediéatrica
a partir de suero de los pacientes utilizando cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC).(245) Sin embargo, un estudio sobre el perfil metabolomico, realizado en
suero de pacientes, en diferentes fases de la HAI hasta la cirrosis
descompensada revela que hay un aumento progresivo de kynurenina desde la

fase inicial de la HAI hasta la cirrosis.(244)
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Utilizando suero de pacientes con HAI y CBP se realiz6 un ensayo en una
plataforma UPLC-MS para detectar metabolitos que permitiesen discriminar
entre estas enfermedades obteniéndose, en el trabajo de Lian, J. S et al. (246),
una capacidad discriminativa del modelo de 100% de sensibilidad y 100% de
especificidad a partir de cinco grupos de metabolitos en los que incluian cuatro
acidos biliares, tres acidos grasos libres, nueve fosfatidilcolinas, dos lisolecitinas
y esfingomielina.

En la literatura consultada por medio de una busqueda en la base de datos
PubMed con los términos “metabolomics” and “autoimmune hepatitis”,
identificamos apenas 16 resultados de los que fueron seleccionados 6 que
presentaban estudios originales de andlisis metabolémico en el contexto de HAI
e incluimos un caso de revision que fue considerado pertinente. No se identifico
ningun estudio publicado en el que la muestra fuese biopsia hepética parafinada.
Un resumen del contenido de la literatura encontrada puede ser consultado en

la Tabla 1.4.1.
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Tabla 1.4.1 Trabajos publicados de metabolémica en HAI

Tipo de Tipo de Ne Platafor Patologials Metabolitos Ref.Bibliogréfica
articuloy | muestray | Casos may subyacente/s relevantes
afio especie tipo de y objectivos
estudio
Original | Suero (N=63) HPLC HAl 1y 2; alATD; tryptophan; kynurenine; Lytton, S. D., et al. (2019).
2019 | Humano 37 HAI-1; | Targeted Wilson D neopterin Tryptophan-kynurenine profile
8 HAI-2; Identificacién de in pediatric autoimmune
10 nuevos hepatitis. Immunologic
alATD; 8 marcadores research, 67(1), 39-47.
Wilson D bioquimicos e
inmunoldgicos que
se correlacionan
con la
histopatologia del
higado y predicen
la remision
sostenida en la HAI
para
mejorar la practica
clinica
Revision | Plasma ND NMR ND acetoacetato, acetona, Amathieu, R. et al. (2016).
2016 | Humano untargeted Revisidn citrato, creatina, Nuclear magnetic resonance-
dimetilamina, glutamina, based metabolomics and liver
histidina y piruvato diseases: Recent advances and
future clinical applications.
World journal of
gastroenterology, 22(1), 417—
426.
Original | Plasma (N=64) UPLC-MS CBP y HAI five groups of markers, Lian, J. et al. (2015). A serum
2015 | Humano 19 HAl; untargeted | Identificacion de including four bile acids metabolomic analysis for
20 PBC; biomarcadores (BAs), three free fatty acids diagnosis and biomarker
25 sanos para el diagndstico | (FFAs), nine discovery of primary biliary
phosphatidylcholines (PCs), | cirrhosis and autoimmune
two lysolecithins (LPCs) and | hepatitis. Hepatobiliary &
SM (d18:0/16:1). pancreatic diseases
international : HBPD INT, 14(4),
413-421.
Original | Suero Ratén (N=16) UPLC-MS Control vs HAI taurocholic acid, Zhou, C. et al. (2016).
2016 8 control; | untargeted | Caracterizacion de | taurochenodeoxycholic acid, | Metabolism of
8 HAI las alteraciones de | tetradecanoylcarnitine, glycerophospholipid, bile acid
inducida los metabolitos en | linoleyl carnitine, |- and retinol is correlated with
la enfermedad y su | palmitoylcarnitine, seven the early outcomes of
progresion. glycerophospholipids autoimmune hepatitis.
(lysoPE (18 : 0/0 : 0) (V3), Molecular bioSystems, 12(5),
lysoPC (16 : 0) (V5), lysoPC 1574-1585.
(18: 1) (V7), lysoPC (18 : 0)
(V10), lysoPC (20 : 1) (V11),
lysoPE (22 : 0/0: 0) (V12)
and lysoPC (20 : 0) (V13)),
bilirubin, retinyl ester
Original | Suero (N=79) LC-MS HAI Mesobilirubinogen/6- Li, S. et al. (2021). Metabolomic
2021 | Humano 27 HAI untargeted | Identificar Hydroxynicotinic acid and Signatures of Autoimmune
no marcadores que LysoPA(8:0/0:0)/7alpha- Hepatitis in the Development of
cirrdticos identifiquen Hydroxycholesterol Cirrhosis. Frontiers in medicine,
; 22 HAI cirrosis de no 8, 644376.
cirrosis cirrosis o predecir
compens pacientes
ada; 30 descompensados
HAI
cirrosis
descomp
ensada
Original | Plasma (N=135) NMR HAI; PBC; Overlap citrate, Wang, J. B.et al. (2014).
2014 | Humano 39 HAI; untargeted | S; DILI; sanos glutamine, acetone, Metabolomic Profiling of
41 PBC; Estudio pyruvate, B- Autoimmune Hepatitis: The
18 discriminativo hydroxyisobutyrate, Diagnostic Utility of Nuclear
overlap; entre entidades acetoace- Magnetic Resonance
14 DILI; tate, histidine, Spectroscopy. Journal of
23 sanos dimethylamine, and proteome research, 13(8),
creatinin 3792-3801.
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1.45 Metabolomica en la CBP

Una busqueda en la base de datos PubMed® con los términos “Metabolomics
and PBC”y “Metabolomics and primary biliary colangitis” arrojo un total de 32
referencias que después de depuradas por razones de pertinencia y originalidad
de los trabajos, fueron seleccionados 7 articulos, uno de los cuales es una
revision que se estimo pertinente.

Las muestras utilizadas en los trabajos consultados fueron mayoritariamente
suero humano, habiendo un caso en el que ademas de suero se utilizd orina
humana. En otro trabajo se utilizé plasma e higado de ratén.

Una vez que el diagnadstico diferencial entre HAI y la CBP puede ser dificil desde
el punto de vista bioquimico, inmunolégico e histolégico, un estudio
metaboldmico realizado en suero de pacientes sanos, pacientes con HAI y
pacientes con CBP consiguié desarrollar un modelo predictivo con 100% de
sensibilidad y 100% de especificidad para discriminar entre los casos de HAI y
CBP.(246)

El perfil metabolémico, a partir de suero humano, también permitié discriminar
entre grupos de patologia en el caso de pacientes con CBP, colangitis
esclerosante y el grupo control, con una exactitud predictiva del 94% para los
tres grupos diagndsticos utilizando 30 metabolitos.(247) Otro estudio realizado
en plasma e higado de modelos de ratén para colangitis esclerosante y CBP
demostraron diferencias en el perfil metabolédmico entre los modelos,
concluyendo que hay diferencias metabdlicas en funcién del tipo de colestasis
mostrando asi el potencial beneficio de esta metodologia para descubrir

biomarcadores de enfermedades colestaticas.(248)
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Bell et al.(247) describe que las vias metabdlicas que caracteristicamente se
encuentran perturbadas en la CBP son el metabolismo de las proteinas y
metabolismo de aminoacidos, metabolismo de lipidos, peroxidacion lipidica,
estrés oxidativo y estrés hormonal. Otro estudio posterior, realizado en una
plataforma de analisis diferente, reveld 15 vias metabdlicas alteradas en el grupo
diagnostico de CBP que incluian el metabolismo de la taurina, el metabolismo de
la arginina y la prolina, el metabolismo del piruvato de la fenilalanina, el
metabolismo de los glicerolipidos, el metabolismo del butanoato, la glucdlisis o
gluconeogénesis, la via del fosfato de pentosa, la biosintesis de lisina, la
biosintesis de valina, la leucina y la isoleucina, el metabolismo de la cisteina y la
metionina, el metabolismo de la pirimidina y la biosintesis de acidos biliares
primarios.(249)

La frecuente asociacion entre la enfermedad celiaca y la CBP llevé a explorar el
perfil metabolémico de pacientes de estos dos grupo diagndsticos cuyo resultado
revel6 un perfil metabolémico distinto en el suero y en la orina.(248) Los
metabolitos que se encontraron especialmente elevados en la CBP comparando
con el control fueron piruvato, citrato, glutamato, glutamina, serina, tirosina,
fenilalanina y lactato.(248)

En la Tabla 1.4.2 se puede consultar un resumen de diferentes aspectos

destacados de la literatura consultada.
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Tabla 1.4.2 Trabajos publicados de metabolomica en CBP

Tipo de N2 Plataformay tipo Patologia/s subyacente/sy Metabolitos Ref.2 Bibliografica
muestra Casos de estudio objetivos relevantes
y
Especie
Sueroy (N=60) NMR CBP y enfermedad celiaca (EC) piruvato, citrato, Vignoli A, Orlandini B,
orina 20 CBP, 21 untargeted Ver si la CBP tiene una firma glutamato, glutamina, Tenori L, Biagini MR, Milani
Humano EC, and 19 metabdlica especial y si existen serina, tirosina, S, Renzi D, Luchinat C,
sex-matched semejanzas entre CBP y EC fenilalanina y lactato Calabro AS. Metabolic
HC Signature of Primary Biliary
Cholangitis and Its
Comparison with Celiac
Disease. J Proteome Res.
2019 Mar 1;18(3):1228-
1236.
Plasma (N=30) UPLC-QTOF-MS CBP, colangitis esclerosante Arginina, glutation, Yang R, Zhao Q, Hu DD,
Ratén Control (15) | targeted primaria (CEP) fosfolipidos, Xiao XR, Huang JF, Li F.
y modelos Comprender la firma metabdlica protoporfirina IX Metabolomic analysis of
ANIT (5), de CBP y CEP, en un intento de cholestatic liver damage in
DDC (5), LCA tener una pista sobre qué via mice. Food Chem Toxicol.
(5) - modelos metabdlica estd involucrada en 2018 Oct;120:253-260.
para estas patologias y asi tratar de
enfermedade comprender los mecanismos
comoaCBPy fisiopatoldgicos de estas
CEP enfermedades, que aun se conocen
poco
Revision Revision de Revision de literatura CBP, CEP, HAI Metabolismo lipidico, Gatselis NK, Dalekos GN.
de literatura Se verificaron cambios en el perfil estrés oxidativo, Molecular diagnostic
literatura metabdlico entre CBP y CEP, asi hormonas del estrés, testing for primary biliary
como CBP y HAI metabolismo proteico, | cholangitis. Expert Rev Mol
acidos biliares y Diagn. 2016
carnitina Sep;16(9):1001-10.
sangrey | (N=64) Chromatography/Mass | CBP Carnitina y 4cidos Tang YM, Wang JP, Bao
orina 32 Controlo spectrometry Identificar marcadores metabdlicos | biliares WM, Yang JH, Ma LK, Yang
Humano | e 32 CBP en la orina y sangre que sean J, Chen H, XuY, Yang LH, Li
distintos en pacientes con CBP vs W, Zhu YP, Cheng JB. Urine
control. Con la progresion de la and serum metabolomic
enfermedad los 4cidos biliares profiling reveals that bile
aumentan y la carnitina disminuye. acids and carnitine may be
potential biomarkers of
primary biliary cirrhosis. Int
J Mol Med. 2015
Aug;36(2):377-85.
Suero (N=49) UHLC/MS/MS andlisis | CBP e CEP acidos biliares Bell LN, Wulff J, Comerford
Humano | 10 control, untargeted Estudiar un panel de metabolitos y M, Vuppalanchi R,
18 CBP, 21 ver si existem diferencias entre las Chalasani N. Serum
CEP patologias y el control. metabolic signatures of
primary biliary cirrhosis and
primary sclerosing
cholangitis. Liver Int. 2015
Jan;35(1):263-74.
Sangre (N=64) UPLC-MS CBP, HAI Acidos biliares, acidos Lian JS, Liu W, Hao SR, Chen
Humano | 20 CBP, 19 untargeted Este estudio tuvo como objetivo gordos livres, DY, Wang YY, Yang JL, Jia
HAI e 25 determinar si los perfiles fosfatidilcolina, HY, Huang JR. A serum
controlo metabdlicos eran diferentes entre lisolecitinas e metabolomic analysis for
HAIl 'y CBP, identificar marcadores esfingomielina. diagnosis and biomarker
metabolémicos especificos y discovery of primary biliary
establecer un modelo para el cirrhosis and autoimmune
diagnostico de HAl y CBP. hepatitis. Hepatobiliary
Pancreat Dis Int. 2015
Aug;14(4):413-21.

Suero (N=100) NMR CBP y hepatitis B 4-hydroxyproline, 3- Hao J, Yang T, Zhou Y, Gao
Humano 29 CBP, 30 untargeted Identificar las vias metabdlicas hydroxyisovalerate, GY, Xing F, Peng Y, Tao YY,
HBV e 41 asociadas especificamente con citraconate and Liu CH. Serum

controlo estas patologias. pyruvate Metabolomics Analysis

Reveals a Distinct
Metabolic Profile of
Patients with Primary
Biliary Cholangitis. Sci Rep.
2017 Apr 11;7(1):784.

Pagina 1-62 de 337




1.4.6 Metabolomica en la VHC

Una busqueda en la base de datos PubMed utilizando los términos
“metabolomics” and “HCV” arroj6é un resultado de 63 publicaciones, de las que
por su naturaleza original y pertinencia se seleccionaron 21 trabajos. De estos
trabajos seleccionados, 2 utilizaron muestras de cultivos celulares de hepatocitos
humanos (uno de ellos incluyé higado de ratén), 3 utilizaron muestras de orina
humana (uno de ellos incluyé plasma), 4 utilizaron muestras de plasma humano
y 13 utilizaron suero (dos de ellos procedentes de musarafas de arbol, el resto
era de procedencia humana).

No identificamos ningun trabajo publicado en que la muestra utilizada fuese
biopsia hepatica humana parafinada ni un estudio comparativo con otros grupos
diagnosticos de interés ademas de la hepatitis B, el VIH y el hepatocarcinoma.
Un resumen de las informaciones mas relevantes de estos articulos puede ser
consultado en la Tabla 1.4.3. Una breve aproximacién a la literatura seleccionada
nos obliga a comentar que se han realizado estudios metabolomicos de
pacientes con VHC en diferentes contextos, como puede ser la coinfeccién con
HIV y el virus de la hepatitis B, con o sin cirrosis cuyos resultados permitieron a
los autores estratificar el riesgo de enfermedad hepética terminal, identificar
perfiles diferentes entre pacientes cirrGticos compensados y descompensados,
argumentar a favor de la accién directa del virus C sobre la via metabdlica de la
glicolisis y la fosforilacion oxidativa.(250-253)

Un estudio, realizado en cultivos celulares y en ratones infectados con el virus
de la VHC, integro los resultados de los analisis metaboldémico, protedmico y de
transcriptomas, concluyendo que la infeccion por el virus de la VHC aumenta el

metabolismo de la glucosa, activa la via STAT3y, al igual que ocurre en la NASH,
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disminuye la funcién de los peroxisomas perjudicando el metabolismo lipidico
favoreciendo asi la esteatosis, la inflamacion y la fibrosis.(254) La STAT3 es una
familia de factores de transcripcion citoplasmaticos que a través de la
sefalizacion procedente de receptores de la superficie de la membrana
citoplasmatica de la célula, se activan y transmiten la sefial al nucleo
promoviendo entre otras cosas la proliferacién celular, tal y como ocurre en
varios tipos de cancer en los que esta via se encuentra constitutivamente
activada.(255)

El diagndstico precoz de hepatocarcinoma en pacientes con cirrosis hepatica por
VHC fue el objetivo principal de un estudio metabolémico realizado en plasma
de pacientes con cirrosis por VHC y en pacientes con hepatocarcinoma, donde
el &cido octanoico, acido decanoico, acido oleico, &acido oxdlico y glicina
revelaron ser los metabolitos con mayor poder discriminativo entre esas dos
situaciones clinicas.(256) Otro estudio intentaba identificar perfiles que
permitiesen detectar la presencia de hepatocarcinoma en pacientes con VHC. A
partir de suero de pacientes con VHC y pacientes con hepatocarcinomas
construyeron un modelo con siete metabolitos (acido Urico, coliglicina, &cido 3-
hidroxicaprico,  acido  D-leucico,  xantina, lisoclecitin  araquidonil,
dioleoilfosfatidicolina) con capacidad discriminativa excelente (AUROC=
0.93).(257)

Los pacientes que en contexto de VHC desarrollaron un hepatocarcinoma que

fue diagnosticado y tratado, tienen riesgo de recidiva de la neoplasia.
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Tabla 1.4.3 Trabajos publicados de metabolomica en hepatitis C

Tipo de N° Plataforma y| Patologia/s Metabolitos relevantes Ref.Bibliogréafica
muestray| Casos tipo de |subyacente/
especie estudio sy
objetivos
Cultivo|HCV UHPLC/MS/  |[VHC Cholesterol y esfingolipidos Roe B, Kensicki E, Mohney R, Hall
celular|N/D GC/MS vias 5'-metiltioadenosina glutation WW. Metabolomic profile of hepatitis
Humano untargeted metabdlicas C virus-infected hepatocytes. PLoS
One. 2011;6(8):23641.
Hepatocitos|(N=332) GC-MS HCV, metabolitos de Glucosa, succinato, Lupberger J, et al. Combined Analysis
Cultivo|216 HCV 99 |no Hepatocarcino |piruvato, 3-fosfooglicerato, y citrato  |of Metabolomes, Proteomes, and
celular|hepatocarcin [especificado  |ma Progresion Transcriptomes of Hepatitis C Virus-
Ratén|omas de la Infected Cells and Liver to Identify
17 enfermedad y Pathways Associated With Disease
esteatohepat carcin Development. Gastroenterology. 2019
itis ogénesis Aug;157(2):537-551.€9.
Orina|(N=21) UPLC-MS HCV acetate, arginine, aspartic acid, Zhang AH, et al. Ultraperformance
Humano|11 HVC, 10 |untargeted Perfil HCVy |betaine, carnitine, liquid chromatography-mass
control vias citrate, ethyl citrate, glycine, hippuric, |spectrometry based comprehensive
metabdlicas histidine, indolebutyric metabolomics combined with pattern
acid, leucine, L-tyrosine, N- recognition and network analysis
benzoylglycine, ethyl ester, methods for characterization of
octanedioic acid, phthalic acid, metabolites and metabolic pathways
propanedioic acid, succinic from biological data sets. Anal Chem.
acid, taurine, and valine 2013 Aug 6;85(15):7606-12.
Orina|(N=66) NMR VHC No disponibles Godoy MM, et al.. Hepatitis C virus
Humano|34 VHC 32, |untargeted Discriminacion infection diagnosis using
32 anti HBc metabonomics. J Viral Hepat. 2010
+ Dec;17(12):854-8.
Plasma|(N=90) GC-MS LC- |HIVIHCV glycolic acid taurocholic acid Salguero S, et al. Plasma
Humano|62 HIV/HCV-|MS untargeted [HCV lysophosphatidylcholine metabolomic fingerprint of advanced
coinfected Asociacion de cirrhosis stages among HIV/HCV-
28 HCV- metabolitos coinfected and HCV-monoinfected
monoinfecte con patients. Liver Int. 2020
d patients descompensac Sep;40(9):2215-2227.
i6on en
pacientes
cirréticos
Plasma|(N=44) GC-MS HCV, octanoic acid (caprylic acid), decanoic [Nomair AM, Madkour MA, Shamseya
Humano|22 HCV, 22 |no Hepatocarcino |(capric acid), oleic acid, oxalic acid MM, Elsheredy HG, Shokr A. Profiling
HCC especificado  |ma Perfiles and glycine of plasma metabolomics in patients
HCV cirrosis y with hepatitis C-related liver cirrhosis
hepatocarcino and hepatocellular carcinoma. Clin
ma Exp Hepatol. 2019 Nov;5(4):317-326.
Plasma|565 Omiso HIV, HCV Creatinine, DCA TCDCA 12S-HHTrE |Naggie S, et al. Metabolomic
Humano targeted Predictor de  |AC(3:0) LPC(17:0) LPC-O(16:1) Signature as a Predictor of Liver
enfermedad PC(42:7) PC-O(36:1) PC-O(40:8) Disease Events in Patients With
hepética en SM(35:1) DG(39:0) His Val Met-SO  |HIV/HCV Coinfection. J Infect Dis.
pacientes SDMA 2020 Nov 13;222(12):2012-2020..
HIV/HCV
Plasma y|43 GC/MS VHC Cholesterol, 7-Dehydrocholesterol, Clark PJ, et al. Hepatitis C virus
orina targeted Determinar el |Lathosterol selectively perturbs the distal
Humano cese de cholesterol synthesis pathway in a
perturbacion genotype-specific manner.
de vias Hepatology. 2012 Jul;56(1):49-56.
metabdlicas
después de
tratamiento
Suero|(N=117) NMR HCV, HBV 2-oxoglutarate, phenylalanine, Meoni G, Lorini S, Monti M, Madia F,
Humano|67 HCV untargeted Fingerprint tyrosine, histidine, formate, tyrosine, |Corti G, Luchinat C, Zignego AL,
Control 50 HCV antesy |lactate, formate, acetate, pyruvate, Tenori L, Gragnani L. The metabolic
naive después de phenylalanine, tyrosine, acetate, fingerprints of HCV and HBV
subjects with DAA pyruvate, 2-oxoglutarate, fumarate, 3- |infections studied by Nuclear
chronic HBV hydroxybutyrate, acetate, ornithine, |Magnetic Resonance Spectroscopy.
infection formate, lactate, pyruvate, glutamate, [Sci Rep. 2019 Mar 11;9(1):4128.
acetone, tyrosine, phenylalanine,
choline, glucose, glutamine and
isoleucine 2-oxoglutarate, fumarate,
3-hydroxybutyrate, pyruvate,
dimethylamine, lactate, phenylalanine
and isoleucine, leucine
Suero|(N=31) UPLC-HDMS |HCV 38 metabolitos no legibles en la tabla |Wang XJ, et al. Metabolomics and
Animal|9 HIV, 5 untargeted HCV tratado |presentada proteomics approaches to
(musarafias|control, 5 characterize and assess proteins of
de arbol)|interfpeg+rib bear bile powder for hepatitis C virus.
, 9 HPBBP, Chin J Nat Med. 2013 Nov;11(6):653-
8LPBBP 65.
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Suero|(N=52) LC-MS/MS HCV, HCC (tyrosine, phenylalanine, glycerol, 1- |Baniasadi H, Gowda GA, Gu H, Zeng
Humano|HCC (n=30), targeted Discriminacion |methylguanosine, methionine, A, Zhuang S, Skill N, Maluccio M,
HCV (n=22) HCCyHCV  |Ncarbamoyl-B alanine, xanthine, Raftery D. Targeted metabolic
homocysteine, creatine, 1- profiling of hepatocellular carcinoma
methyladenosine, N2,N2- and hepatitis C using LC-MS/MS.
dimethylguanosine, 5-hydroxymethyl- |Electrophoresis. 2013
2'-deoxyuridine, 2-deoxyguanosine, 1-|0ct;34(19):2910-7.
methylinosine, aconitic acid and uric
acid
Suero UPLC/ESI- HCV LysoPC(0:0/16:0), 2- Sun H, Zhang A, et al. Metabolomic
Animal SYNAPT- Discriminacion |octenoylcarnitine, lysoPE(16:0), analysis of key regulatory metabolites
(Tupaial HDMS arachidonic acid, and taurocholic acid |in hepatitis C virus-infected tree
belangeri untargeted shrews. Mol Cell Proteomics. 2013
chinensis) Mar;12(3):710-9.
Suero|(N=57) GC/MS and HCC, cirrosis |12-hydroxyeicosatetraenoic acid (12- |[Fitian Al, Nelson DR, Liu C, Xu'Y,
Humano|HCC (n=30), |[UPLC/MS-MS |discriminacién |[HETE), 15-HETE, sphingosine, y- Ararat M, Cabrera R. Integrated
HCV (n=27) |untargeted VHC y HCC  |glutamyl oxidative stress-associated |metabolomic profiling of
metabolites, xanthine, amino acids hepatocellular carcinoma in hepatitis
serine, glycine and aspartate, and C cirrhosis through GC/MS and
acylcarnitines, bile acids and UPLC/MS-MS. Liver Int. 2014
dicarboxylic acids Oct;34(9):1428-44.
Suero|(N=203) UHPLC-MS VHC trasplante |glycocholic acid (GCA), Cano A, et al. A Metabolomics
Humano|F0 =81, no Determinar taurochenodeoxycholic acid Signature Linked To Liver Fibrosis In
F1=53, especificado  [relacion (TCDCA), SM(d18:0/18:0), and The Serum Of Transplanted Hepatitis
F2=41, metabolitos y |SM(18:0/14:0)branched-chain amino |C Patients. Sci Rep. 2017 Sep
F3=22 fibrosis acids (BCAA) to aromatic amino acids (5;7(1):10497.
F4=). (ArAA)
Suero|46 GC-MS HCC, VHC L-Glutamate, L-Aspartate, N-Acetyl- |Liu Z, et al. Determination of
Humano no Prediccion de |lysine candidate metabolite biomarkers
especificado  [recidiva de , Glycerol, L-Proline, L-Aspartate, associated with recurrence of HCV-
hepatocarcino |Glutaric acid, FFA 14:0 related hepatocellular carcinoma.
ma Oncotarget. 2017 Dec 15;9(5):6245-
6258.
Suero|(N=58) HPLC-MS HCC, VHC Arachidonyl lysolecithin, Bowers J, Hughes E, Skill N, Maluccio
Humano|HCC (n=37) |untargeted Discriminativo |Dioleoylphosphatidylcholine, 17beta- |M, Raftery D. Detection of
HCV (n=21) Estradiol 17-(beta-D-glucuronide), 3- |hepatocellular carcinoma in hepatitis
Deoxyvitamin D3, Myristoyl L-a- C patients: biomarker discovery by
lysophosphatidylcholine, Choline, Uric |LC-MS. J Chromatogr B Analyt
Acid Technol Biomed Life Sci. 2014 Sep
1,966:154-62
Suero|VHC 222 HPLC-MS VHC glutamine and putrescine, methionine |Chang ML,et al. Recovery of pan-
Humano targeted VHC antesy |sulfoxide/methionine ratio decreased, |genotypic and genotype-specific
después del  |dimethylarginine/arginine, amino acid alterations in chronic
tratamiento glutamine/glutamate, hepatitis C after viral clearance:
citrulline/arginine, ornithine/arginine, |transition at the crossroad of
kynurenine/tryptophan, metabolism and immunity. Amino
tyrosine/phenylalanine Acids. 2017 Feb;49(2):291-302.
Suero|VHC 45 H-NMR VHC methylsuccinate, creatinine, Sarfaraz MO, et al. A quantitative
Humano untargeted Determinacion |adenosine, tyrosine, Caffeine, 1,7- metabolomics profiling approach for
de fibrosis, Dimethylxanthine, histidine, N- the noninvasive assessment of liver
actividad acetylclycine, suberate, Tryptophan |histology in patients with chronic
necroinflamato hepatitis C. Clin Transl Med. 2016
ria Dec;5(1):33. d
Suero|(N=57) H-NMR VHC choline, acetoacetate, LDL1, Embade N, et al. Metabolic
Humano|27 VHC untargeted Determinacion Characterization of Advanced Liver
cronica, 30 de fibrosis Fibrosis in HCV Patients as Studied
HCV sin by Serum 1H-NMR Spectroscopy.
fibrosis PLoS One. 2016 May
9;11(5):€0155094.
Suero|(N=131) LC-MS VHC, VHB, furoic acid, isoxanthopterin, Tian S, et al. Multi-TGDR, a multi-
Humano|30 Cirrosis  |targeted HCC class regularization method, identifies
(22 VHB Discriminacion the metabolic profiles of
8 VHC), 70 hepatocellular carcinoma and
HCC (39 cirrhosis infected with hepatitis B or
with VHB; 31 hepatitis C virus. BMC Bioinformatics.
VHC), 31 2014 Apr 4;15:97.
sanos
Suero|20 HCV CE-TOFMS HCV tryptophan and y-glutamate-arginine |Saito T, et al. Dynamics of serum
Humano LC-MS/MS evolucién de  |y-glutamyl dipeptides, glutamic acid, |metabolites in patients with chronic
targeted los metabolitos [5-oxoproline, glucosamine and hepatitis C receiving pegylated

methionine sulfoxide, 5-methoxy-3-
indoleacetate, glutamine, kynurenine
and lysine

interferon plus ribavirin: a
metabolomics analysis. Metabolism.
2013 Nov;62(11):1577-86.
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Los metabolitos que permiten discriminar o detectar la recidiva del

hepatocarcinoma en contexto de hepatocarcinoma tratado en paciente con VHC

fueron, segun Liu Z et al.(258), L-Glutamato, L-Aspartato, N-Acetil-lisina glicerol,

L-Prolina, L-Aspartato, &cido glutérico y FFA 14:0.

Tabla 1.4.4 Metabolitos reiteradamente publicados en contexto de VHC

Metabolito Cantidad trabajos Ref.2 bibliografica
Colesterol 2 (259, 260)
Esfingolipidos 3 (252, 259, 261)
Succinato 2 (254, 262)
Piruvato 2 (251, 254)
Citrate 2 (254, 263)
Acetato 2 (251, 263)
Arginina 3 (263-265)
Glicina 3 (256, 263, 266)
Histidina 3 (251, 262, 263)
Leucina 2 (251, 263)
Succinato/acido succinico 2 (254, 263)
Acido taurocdlico 2 (250, 267)
Lisofosfatidilcolina 2 (250, 257)
Creatinina 2 (252, 262)
Fenilalanina 3 (251, 264, 268)
Colina 3 (251, 257, 269)
Glutamina 3 (251, 264, 265)
Tirosina 3 (251, 262, 264)
Kynurenina 2 (264, 265)
Metionina 3 (264, 265, 268)
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Otros autores, en una linea de investigacion parecida, en la que se pretendia
detectar precozmente el hepatocarcinoma en pacientes con VHC, encontraron
un perfil metabolémico que permitié discriminar entre pacientes cirréticos con
VHC de los pacientes que progresaron a hepatocarcinoma construyendo un
modelo con 16 metabolitos altamente discriminativos, con una sensibilidad del
97%, una especificidad del 95% y AUROC de 0.98.(268) en encontrar modelos
discriminantes entre grupos diagnésticos.

Con la llegada de los antivirales de accion directa, varios trabajos estudiaron las
alteraciones del perfil metabolémico en pacientes con VHC, antes y después del
tratamiento con mejoria en la via de los aminoacidos por lo que se infiere que
hay un cambio a un metabolismo de perfil mas anabdlico que catabdlico.(264)
En la Tabla 1.4.4 se muestra una relacion de los metabolitos citados en la literatura
consultada que reiteradamente fueron publicados en al menos dos trabajos de

autores diferentes.
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2 HIPGTESIS Y OBJETIVOS

En este capitulo serén formuladas la hipotesis de trabajo y los objetivos.
Se enuncia una hipotesis de trabajo, un objetivo principal y tres objetivos

secundarios.
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2.1 Hipotesis
El fenotipo molecular de las hepatitis cronicas en la biopsia hepética puede ser
diferente entre ellas y diferente al de los individuos sin hepatitis cronica. Si esto
es asi, seria de esperar diferentes perfiles de expresion de metabolitos que nos
permitan identificar pacientes con distintos tipos de hepatopatia cronica y

eventualmente diagnosticarlos/clasificarlos de manera mas precisa,

contribuyendo asi a una mejor definicion del diagndstico anatomopatolégico.

2.2 Objetivos

Para dar respuesta a la hipétesis planteada, se proponen los siguientes

objetivos:

2.2.1 Objetivo principal

Conocer los metabolitos con mayor capacidad de discriminacion entre
grupos de hepatitis cronicas (control-VHC, control-HAI, control-CBP,
VHC-HAI, VHC-CBP, HAI-CBP) y desarrollar un modelo de diagnéstico

predictivo.
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2.2.2 Objetivos secundarios

a)

b)

Descubrir patrones de correlacion de metabolitos asociados a las
hepatitis crénicas (Control-VHC, control-HAI, control-CBP, VHC-
HAI, VHC-CBP, HAI-CBP)

Determinar el poder discriminativo de la morfologia en las hepatitis
cronicas. (Control-VHC, control-HAI, control-CBP, VHC-HAI, VHC-
CBP, HAI-CBP)

Identificar patrones de metabolitos asociados a variables de
relevancia clinica y pronostica como la fibrosis y la actividad

necroinflamatoria en las hepatitis crénicas.
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3 MATERIAL Y METODOS

El capitulo “Material y Métodos” consta de seis subcapitulos donde se explica
paso a paso el material, los recursos y las herramientas utilizadas en este
estudio.
Consta de seis subcapitulos que son:

1. Seleccibén y descripcion de los casos

2. Tabla de variables

3. Preparacion de la muestra

4. Condiciones cromatograficas y del espectrometro de

masas
5. Tratamiento de datos del HPLC/MS/MS

6. Analisis estadistico
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3.1 Seleccion y descripcion de los casos

Se revisO la base de datos del Servico de Anatomia Patoldgica do Centro
Hospitalar do Porto, a través del software de gestion de laboratorio CitoPro®,
para el periodo entre el 1 de enero de afio 2000 hasta el 31 de diciembre del afio
2020. Fueron evaluadas un total de 253 biopsias. Se excluyeron todas aquellas
biopsias que no fueran de higado nativo (118 biopsias de higado trasplantado) y
todas aquellas cuya longitud total del producto de biopsia fuese igual o inferior a
7mm. También se excluyeron todas aquellas biopsias con diagnéstico histologico
de compatibilidad para otros grupos diagnésticos diferentes de la HAI, VHC y
CBP. Todos aquellos casos de coexistencia de estos grupos diagndsticos, como
el caso de los sindromes de sobreposicién, fueron excluidos del estudio.

Las biopsias hepéticas con diagnostico histolégico de compatibilidad para los
grupos diagnésticos de HAI, VHC, CBP y biopsias en “cufia” de higado de
donante (muestras de control), fueron revisadas en el microscopio Optico y fueron
descartados los casos cuyo producto de biopsia por aguja no superase los 7mm
de longitud total.

Posteriormente se consultd el proceso clinico electronico SClinico del Servigco
Nacional de Saude portugués para verificar, a través de los registros clinicos y
de los resultados analiticos, los casos que reunian criterios diagnosticos
inequivocos para los grupos diagndsticos de interés o aquellos en el que el
diagnostico fue asumido por el clinico en funcion de los datos obtenidos y del
resultado de la prueba terapéutica. Después de seleccionados los pacientes, se
registraron los datos clinicos, analiticos, serologicos, inmunologicos vy
microbiolégicos de cada paciente en la tabla de variables. Fueron seleccionados

un total de 62 pacientes con una media de 51.5 afios y edades entre 18 y 77
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afios en el momento de la biopsia descritos de forma sumaria en la Tabla 3.1.1. De
todos ellos, 33 eran del sexo masculino y 28 del sexo femenino, aunque en un
caso esta variable no pudo ser determinada. Para el grupo de control se
seleccionaron 13 casos de biopsias hepaticas en “cufia” de donantes con media
de 58.5 afios, 7 eran del sexo masculino con media de 57 afios y edades entre
51 afios y 74 afos, y en dos de estos casos no se disponia de este dato; 5 del
sexo femenino con media de 61 afios y edades entre 50 afios y los 74 afios y en
dos casos no se disponia de este dato. Para seleccionar los casos de muestras
para control, se requiri6 apenas que hubiese disponible muestra suficiente
(>7mm de longitud total del producto) de biopsias de higado de donante, sin
esteatosis macrovacuolar 0 con esteatosis macrovacuolar ligera,

histol6gicamente bien preservada y sin necrosis pericentrovenular.

Tabla 3.1.1 Descripcion sumaria de los casos seleccionados

GRUPOS DIAGNOSTICOS

Control VHC HAI CBP

N (n=62) 13 21 17 11

3.9 7:5 17:4 8:9 1:10

Media de edad 58.5 51.8 45.1 50.8

UDCA N/D 2 1 9

t’_lu’ Corticoides N/D N/D N/D N/D

2 @ | Azatioprina+Cor N/D N/D 4 N/D
x % ticoides.

> | ‘| Micofenolato+C N/D 1 1 1
& | orticoides

E Antihipertensivo N/D 3 4 2

Antidiabéticos N/D 1 N/D N/D

Estatinas N/D 2 1 3

En el grupo de VHC fueron seleccionados 21 casos con media de 51.8 afios, 17
del sexo masculino con media de 51.3 afios y edades entre 30 afios y 63 afos;

4 del sexo femenino con media de 53.5 afos y edades entre 49 afios y 58 afios.
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El grupo de HAI lo constituyen 17 pacientes con media de 46.19 afios, 8 del sexo
masculino con media de 38.9 afios y edades entre 18 afios y 70 afios; 9 del sexo
femenino con media de 49.8 afos y edades entre 18 afios y 77 afos. Para el
grupo diagnostico de la CBP se seleccionaron 11 pacientes con media de 50.8
anos, 1 del sexo masculino con 62 afios; 10 del sexo femenino con media de
48.35 afnos y edades entre 32 y 65 afos.

De los casos seleccionados para control no disponemos de informacion sobre
tratamientos en el momento de la biopsia. Los tratamientos medicamentosos del
resto de los pacientes seleccionados, en el momento de la biopsia fueron: acido
ursodeoxicélico (1 caso de HAI, 2 casos de VHC y 9 casos de CBP), azatioprina
con asociacion de corticoides (4 pacientes con HAI), corticoide con asociacion a
micofenolato de mofetilo (1 paciente con CBP,1 HAl y 1 VHC en trasplantada
renal), antihipertensivos (3 pacientes con VHC, 4 con HAI y 2 con CBP),
antidiabéticos (1 caso de VHC), estatinas (2 pacientes con VHC, 1 uno con HAI
y 3 con CBP), antihipertensivos (3 pacientes con VHC, 4 pacientes con HAl y 2
con CBP). Ninguno de los pacientes tomaba otros farmacos inmunosupresores

0 quelantes.

3.2 Tabla de variables

La tabla de variables recoge datos de 50 variables morfoldgicas/histologicas
(Tabla 3.2.1), 12 variables bioquimicas (Tabla 3.2.2), 12 variables inmunolégicas
(Tabla 3.2.3), 9 variables seroldgicas y microbiologicas (Tabla 3.2.4), ), 17

variables clinicas (Tabla 3.2.5), 53 variables de metabolitos (Tabla 3.2.6), 8
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variables del hemograma (Tabla 3.2.7). Esta tabla totaliza 161 variables

recogidas.

Tabla 3.2.1 Variables morfoldgicas

NOMBRE DE LA VARIABLE | DEFINICION/DESCRIPCION TIPO DE VALOR
VARIABLE

Cantidad de fragmentos Discreta N° entero
N° de Fragmentos presentes en la biopsia

Area de los fragmentos | Continua | Numeracion
Area inicial medidos en el cristal de

H&E antes de los cortes

para extraccion de

metabolitos.

Unidad: mm2

Area de los fragmentos | Continua Numeracion
Area final medidos en el cristal de

H&E después de los cortes

para extraccion de

metabolitos

Unidad: mm2

(Area inicial+Area final) /2 Continua | Numeracion
Media de las &reas Unidad: mm2

Suma de la longitud de los Discreta N° entero
Longitud de la biopsia fragmentos en mm

Cantidad de espacios porta Discreta N° entero
N° de espacios porta completos en la biopsia

Localizacion preferencial | Cualitativa | 0= sin inflamacion
Topografia de la de la inflamacion nominal 1= sin localizacion
inflamacion preferencial

2= portal
3= lobular

Cantidad de espacios porta Discreta N° entero
N° de espacios porta completos e incompletos
inflamados con inflamacion

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausente
Linfocitos en EP linfocitos en espacios porta | dicotomica | 1= presente

inflamados

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausente
Eosindfilos en EP eosinofilos en espacios | dicotdbmica | 1= presente

porta inflamados

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausente
Neutréfilos en EP eosinofilos en espacios | dicotdbmica | 1= presente

porta inflamados

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausente
Macrofagos en EP eosindfilos en espacios | dicotomica | 1= presente

porta inflamados

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausente
Plasmocitos en EP plasmocitos en espacios | dicotomica | 1= presente

porta inflamados

Estimativa de la poblacién | Cualitativa | 0= sin inflamacion
Predominio de tipo de de células inflamatorias nominal 1= sin predominio

células inflamatérias

que predominan en el
conjunto de los espacios
porta

2= linfocitos
3= eosindfilos
4=neutrdfilos
5= macroéfagos
6= plasmocitos
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7= granulocitos
8=
linfomononucleares

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausente
Morfologia nodular de la patron nodular del infiltrado | dicotomica | 1= presente
inflamacion inflamatorio
Presencia de por lo menos | Cualitativa | 0= ausencia de
Zonalizacion de la un espacio porta donde el nominal zonalizacion
inflamacion portal infiltrado inflamatorio es 1= periductal
manifiestamente mas 2= interfaz
intenso en relacion con el 3= periductal e
ducto biliar o a la zona de interfaz
interfaz
Graduacion de la actividad | Cualitativa | 0= sin actividad
Actividad inflamatoria necroinflamatoria portal e nominal 1= ligera
intralobular (METAVIR) ordinal 2= moderada
3= severa
Graduacion de la fibrosis | Cualitativa | 0= sin fibrosis
Fibrosis portal/hepatica (METAVIR) nominal 1=fibrosis portal sin
ordinal septos
2= fibrosis portal
con algunos septos
3= fibrosis portal
con numerosos
septos
4= cirrosis
Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Reaccién ductular formacién de neoductos dicotbmica | 1= presencia
Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Endotelitis portal lesion en el endotelio de | dicotdbmica | 1= presencia
vénulas portales por
infiltrado inflamatorio
linfoide con o sin rotura del
endotelio
Presencia de lesiobn | Cualitativa | 0= ausencia
Endotelitis centrovenular endotelial en vena | dicotomica | 1= presencia
centrolobular
Cantidad de espacios porta Discreta N° entero
N° de EP sin ducto completos (EP) sin ducto
biliar terminal
Cantidad de espacios porta Discreta N° entero
N° de EP sin arteriola completos (EP) sin
arteriola
Cantidad de espacios porta Discreta N° entero
N° de EP sin ducto y sin completos sin ducto biliar
arteriola terminal y sin arteriola
Localizaciéon preferencial Nominal 0= ausencia de
Topografia de la de la inflamacion en el inflamacion
inflamacioén tejido 1= ausencia de
predominio
2= predominio
portal
3= predominio
lobular
Presencia 0 ausencia | Cualitativa | 0= ausencia
Linfocitos en EP apreciable de linfocitos en | dicotomica | 1= presencia
los espacios porta (EP)
completos o incompletos
Presencia 0 ausencia | Cualitativa | 0= ausencia
Eosindfilos en EP apreciable de eosindfilos | dicotomica | 1= presencia
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en los espacios porta (EP)
completos o incompletos

Presencia o0 ausencia | Cualitativa | O= ausencia
Neutrdfilos apreciable de eosindfilos | dicotomica | 1= presencia
en los espacios porta (EP)
completos o incompletos
Presencia 0 ausencia | Cualitativa | O= ausencia
Plasmocitos apreciable de plasmocitos | dicotébmica | 1= presencia
en los espacios porta (EP)
completos o incompletos
Estimativa de la poblacion Nominal 0= ausencia de
Predominio de tipo de de células inflamatorias inflamacion
células inflamatoérias que predomina en el 1= ausencia de
conjunto de los espacios predominio
porta inflamados 2= linfocitos
3= eosinofilos
4= neutrdfilos
5= macroéfagos
6= plasmocitos
7= granulocitos
8=
linfomononucleares
Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Morfologia nodular de la agregado de  esbozo | dicotémica | 1= presencia
inflamacion nodular de células
inflamatérias en por lo
Menos un espacio porta
Localizacion de la fibrosis Nominal 0= sin fibrosis
topografia de la fibrosis en el tejido hepatico 1= portal
2= sinusoidal
3=
pericentrovenular
4= portal y
sinusoidal
b= portal y
sinusoidal
6= portal y
pericentrovenular
7= sinusoidal vy
pericentrovenular
Presencia de pigmento Nominal 0= ausencia
Colestasis biliar y su localizacion 1= portal
2= intralobular
3= portal e
intralobular
Presencia o ausencia de Nominal 0= ausencia
Esteatosis tipo vacuolos lipidicos 1= macrovesicular
citoplasmaticos en los 2= microvesicular
hepatocitos y su tipo en 3= mixto
funcion del desplazamiento
del ndcleo y el predominio
Localizacion predominante Nominal O=ausencia
Esteatosis topografia de la esteatosis (Z1 1=71
periportal, Z2 intralobular, 2=272
Z3 pericentrovenular) 3=23
4= difuso
Presencia de granulos de Ordinal 0= Ausencia de

Siderosis

pigmento hemosidérico en
el citoplasma de

granulos o apenas
dificilmente
identificados a 400x
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hepatocitos o en células de
Kupffer.

1= Granulos
dificilmente
identificados a 250x
y facilmente
confirmados a
400x=1

2= Granulos
identificados a 100x
3= Gréanulos
ligeramente
groseros visibles a
25x

4= Granulos
groseros y difusos
visibles a 10x o a

0jo

Localizacion/topografia de Nominal 0= ausencia
Siderosis topografia la siderosis en el tejido 1= hepatocitos

hepatico 2= células de

Kupffer
3= ambos

Presencia o ausencia de Nominal 0= ausencia
Granulomas epitelioides agregados linfohistiociticos 1=portal

nodulares sin necrosis de 2= paraportal

caseificacion 3=ambos

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Rosetas hepatocitarias hepatocitos viables que se | dicotdmica | 1= presencia

organizan en grupos de

células tumefactas

rodeadas de colageno o de

red reticulinica colapsada

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Emperipolesis linfocitos en el citoplasma | dicotémica | 1= presencia

de hepatocitos

Presencia o ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
“Balonizacion hepatocitos con tamafio | dicotdmica | 1= presencia
hepatocitaria” por lo menos 3x superior al

de los hepatocitos vecinos

y con el nacleo picnético

Presencia/ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Cuerpos hialinos de filamentos intermédios | dicotdbmica | 1= presencia
Mallory intracitoplasmaticos

eosinofilos

Presencia/ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Glucogenizacién nuclear pseudoinclusiones dicotomica | 1= presencia

nucleares de glucégeno en

hepatocitos

Presencia/ausencia de | Cualitativa | 0= ausencia
Lobulitis actividad necroinflamatoria | dicotomica | 1= presencia

intralobular

estimativa da populacédo de Nominal 0= ausencia
Tipo de células células inflamatérias que 1= ausencia de
inflamatorias predomina no conjunto dos predominio
predominante focos de actividad 2= linfocitos

necroinflamatoria
intralobular

3= eosindfilos
4= neutrdfilos
5= macroéfagos
6= plasmécitos
7= granulécitos
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8=

linfomononucleares

Presencia/ausencia en | Cualitativa | 0= ausencia
Linfocitos L zona intralobular dicotébmica | 1= presencia
Presencia/ausencia en | Cualitativa | 0= ausencia
Eosindfilos L zona intralobular dicotdmica | 1= presencia
Presencia/ausencia en | Cualitativa | 0= ausencia
Neutrofilos L zona intralobular dicotomica | 1= presencia
Presencia/ausencia en | Cualitativa | 0= ausencia
Macréfagos L zona intralobular dicotdmica | 1= presencia
Presencia/ausencia en | Cualitativa | 0= ausencia
Plasmocitos L zona intralobular dicotébmica | 1= presencia
Tabla 3.2.2 Variables bioquimicas
NOMBRE DE LA DEFINICION/DESCRIPCION TIPO DE VALOR
VARIABLE VARIABLE
INR international normalized Continua Numeérico
ratio
Tiempo de Tiempo que demora en Continua Numérico
protrombina formarse el coagulo Valor
Ref.2 11,0 seg
Proteinas totales Albumina+globulinas Continua Numérico
Valor de Ref.2 6.0-7.3 g/dL
Albdimina Valor Ref.2 3.5-5.0 g/dL Continua Numeérico
Bilirrubina total Valor Ref.20.20-1.00mg/dL | Continua Numérico
Bilirrubina directa | Conjugada Valor Ref.2 0.00- | Continua Numérico
0.20 mg/dL
Bilirrubina indirecta No conjugada Valor de Continua Numérico
Ref.2 0.00-1.00 mg/dL
AST Aspartato aminotransferasa | Discreta Numérico
Valor de Ref.2 10-34 U/L
ALT Alanina aminotransferasa Discreta Numérico
Valor de Ref.2 10-44 U/L
GGT Ganmaglutamiltransferasa Discreta Numérico
Valor de Ref.2 10-66 U/L
FA Fosfatasa alcalina Valor de Discreta Numérico
Ref.2 10-66 U/L
LDH Lactato deshidrogenasa Discreta Numérico
Valor de Ref.2 135-225 U/L
Tabla 3.2.3 Variables inmunoldgicas
NOMBRE DE LA DEFINICION/DESCRIPCION TIPO DE VALOR
VARIABLE VARIABLE
IgG Titulacion del anticuerpo | Cuantitativa N° entero
IgG en sangre periférico Discreta
con rango de referencia
793-1590 mg/dl
AMA Imunofluorescencia Cualitativa 0=<1/80
indirecta, Valor de Ref.2 | dicotdbmica 1=>1/80

<1/80
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ANA Imunofluorescencia Cualitativa 0=<1/80
indirecta, Valor de Ref.2 | dicotomica 1=>1/80
<1/80
LKM Imunofluorescencia Cualitativa 0=<1/20
indirecta, Valor de Ref.2 | dicotomica 1=>1/20
<1/20
Ac. Anti-M2 (ELISA) u/mL Cualitativa 0=<20 U/mL
Val. Ref.2 <20 dicotémica 1=>20U/mL
Negativo
Ac. Anti — gp210 Imunoblot Valor Ref@ Cualitativa 0= negativo
Cualitativo dicotbmica 1= negativo
Ac. Anti-Sp100 Imunoblot Valor Ref? Cualitativa 0= negativo
Cualitativo dicotomica 1= negativo
ASMA Imunofluorescencia Cualitativa 0=<1/40
indirecta, Valor de Ref.2 | dicotdbmica 1=>1/40
<1/40
F-Actina Valor Ref.2 <20 U/mL Cualitativa 0= <20
dicotomica 1=>20
(SLA/LP) Valor Ref.2 <20 U/mL Cualitativa 0=<20
dicotomica 1=>20
Ac. Anti-LC-1 Imunoblot Cualitativa 0= negativo
Elisa dicotbmica 1= positivo
Ac. Anti-pANCA Imunofluorescencia Cualitativa 0=<1/20
Valor Ref.2 <1/20 dicotomica 1=>1/20
Tabla 3.2.4 Variables seroldgicas y microbioldgicas
NOMBRE DE LA VARIABLE | DEFINICION/DESCRIPCION | TIPO DE VALOR
VARIABLE
anti-vVHC Anticuerpos anti-VHC | Cualitativa 0= negativo
dicotbmica 1= positivo
RNA-VHC Valor de Ref.2 <15Ul/mL | Continua Numérico
anti-VHBs Anticuerpos anti Cualitativa 0= negativo
proteina de superficie | dicotomica 1= positivo
del virus B
anti-VHBc Anticuerpos anti “core” | Cualitativa 0= negativo
del virus C dicotomica 1= positivo
VHBsAg Antigeno del virus de Cualitativa 0= negativo
superficie dicotémica 1= positivo
VHBeAg HBeAg es Cualitativa 0= negativo
una proteina secretora | dicotomica 1= positivo
gue se procesa de la
proteina precore.
Se considera un
marcador de replicacion
activa e infectividad
anti-VHBe a anti-HBe se asocia Cualitativa 0= negativo
usualmente a dicotomica 1= positivo

disminucion de los
niveles de HVB DNA en
suero y remision del
dafio al higado
Valor de Ref.2 Negativo:
<20Ul/ml
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DNA VHB Negativo=<20Ul/m| Cualitativa 0= negativo
Puede considerarse dicotomica 1= positivo
positivo, aunque esté
por debajo del umbral
de deteccidn.

anti-VHA Anticuerpo hepatitis A | Cualitativa 0= negativo
Valor de Ref.2 cualitativo | dicotdmica 1= positivo

Tabla 3.2.5 Variables Cinicas (tratamientos y enfermedades en el momento de la biopsia)
NOMBRE DE LA DEFINICION/DESCRIPCION TIPO DE VALOR
VARIABLE VARIABLE
Tacrolimus Inmunosupresor Cualitativa 0= negativo
dicotémica 1= positivo
Tacrolimus Conc. | Concentracion en sangre ng/mi Continua numeéerico
Sangre
Ciclosporina Inmunosupresor Cualitativa 0= negativo
dicotémica 1= positivo
Ciclosporina Conc. Inmunosupresor Continua numeérico
Sangre ng/mL
Val. Ref.2: Niveles muy bajos
<20ng/mL
Normal en el trasplante
hepatico 100-400
Conc. Toxica >400
Micofenolato de Inmunosupresor Cualitativa 0= negativo
Mofetilo (MMF) dicotémica 1= positivo
Corticoides Inmunosupresor/antinflamatorio | Cualitativa 0= negativo
esteroide dicotomica 1= positivo
Azatioprina Inmunomodulador Cualitativa 0= negativo
dicotémica 1= positivo
UDCA colerético Cualitativa 0= negativo
dicotomica 1= positivo
Quelantes Ej. penicilamina Cualitativa 0= negativo
dicotémica 1= positivo
Diabetes Cualitativa 0= negativo
dicotomica 1= positivo
Diabetes Tratada Cualitativa 0= negativo
dicotomica 1= positivo

HTA TA>130/80 mm Hg Cualitativa 0= negativo

dicotémica 1= positivo

HTA Tratada antihipertensivos Cualitativa 0= negativo
dicotomica 1= positivo

Dislipidemia colesterol en sangre Cualitativa 0= negativo
aumentado dicotémica 1= positivo

Dislipidemia Estatinas Cualitativa 0= negativo
Tratada dicotomica 1= positivo
Transplante Cuantitativa N° entero

hepético N° Discreta

Motivo do descriptivo descriptivo descriptivo

Transplante
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Tabla 3.2.6 Metabolitos

NOMBRE DE LA VARIABLE DEFINICION/DESCRIPCION | TIPO DE VALOR
O REF.2 VARIABLE
KEGG/HMBD/PUBCHEM
IDENTIFIER

imidazole C01589 Continua | Numérico
alanine C00041 Continua | Numérico
betaine _aldehyde C00576 Continua | Numérico
Choline C00114 Continua | Numérico
dimethylglycine C4HIONO2 Continua | Numérico
serine C00065 Continua | Numérico
creatinine C00791 Continua | Numérico
proline C00148 Continua | Numérico
valine C00183 Continua | Numérico
threonine C00188 Continua | Numérico
nicotinamide C00153 Continua | Numérico
leucine_isoleucine C00123 Continua | Numérico
methylcysteine C00155 Continua | Numérico
glutamine C00064 Continua | Numérico
guanine C00242 Continua | Numérico
carnitine C00318 Continua | Numérico
arginine C00062 Continua | Numérico
citrulline C00327 Continua | Numérico
tyrosine C00082 Continua | Numérico
biotin C00120 Continua | Numérico
x1 methyladenosine C02494 Continua | Numérico
|_arginino_succinate C03406 Continua | Numérico
x5 _methyl_thf C00440 Continua | Numérico
nadh C00004 Continua | Numérico
sarcosine C00213 Continua | Numérico
X2_aminooctanoic_acid HMDB00991 Continua | Numérico
succinate C00042 Continua | Numérico
methylmalonic_acid C02170 Continua | Numérico
nicotinate C00253 Continua | Numérico
taurine C00245 Continua | Numérico
pyroglutamic_acid C01879 Continua | Numérico
citraconic_acid C02226 Continua | Numérico
hypoxanthine C00262 Continua | Numérico
anthranilate C00108 Continua | Numérico
p_aminobenzoate C00568 Continua | Numérico
a_ketoglutarate C00026 Continua | Numérico
phenylpropiolic_acid HMDBO00563 Continua | Numérico
xanthine C00385 Continua | Numérico
hydroxyphenylacetic_acid C05852 Continua | Numérico
orotate C00295 Continua | Numérico
uric acid C00366 Continua | Numérico
x3_phosphoglycerate C00197 Continua | Numérico
pantothenate C00864 Continua | Numérico
shikimate_3_phosphate C03175 Continua | Numérico
hexose phosphate C00085 Continua | Numérico
d_sedoheptulose 1 7 phosphate C05382 Continua | Numérico
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trehalose_sucrose C00089 Continua | Numérico
udp_neg C00015 Continua | Numérico
trehalose 6 phosphate C00689 Continua | Numérico
cholesteryl sulfate HMDB00653 Continua | Numérico
taurodeoxycholic_acid C05463 Continua | Numérico
x2_isopropylmalic_acid C02504 Continua | Numérico
gluthatione neg C00051 Continua | Numérico
Tabla 3.2.7 Variables del hemograma
NOMBRE DE LA VARIABLE | DEFINICION/DESCRIPCION | TIPO DE VALOR
VARIABLE
Hemoglobina Valor de Ref.2 13-17 Continua Numérico
g/dL
Eritrocitos X106 Continua Numeérico
Hematocrito Valor de Ref.2 40.0- Continua Numeérico
50.0%
Leucocitos totales Valor de Ref.2 4,00- Continua Numeérico
11,00 ~3/uL
Linfocitos Valor de Ref.21,5-4,0 Continua Numérico
x1073pL
Neutréfilos Valor de Ref.22,00-7,50 | Continua Numérico
x10"3uL
Eosinofilos Valor de Ref.2 0,04-0,40 | Continua Numérico
x1073pL
Monocitos Valor de Ref.20,20- Continua Numérico
0,80 x10"3pL

3.3 Preparacion de la muestra

3.3.1 Fase de validacion del ensayo

Inicialmente fueron seleccionados diez fragmentos procedentes de higados
“explantados” (piezas de hepatectomia total de donante sin patologia hepética
constatada en datos analiticos) de aproximadamente 20x15x4mm, fijados en
formol, procesados e incluidos en parafina. Se realizaron cortes con espesor total
de 20um y se almacenaron en eppendorf adecuadamente identificado en

ambiente refrigerado a 4°C. Posteriormente, a partir de estos bloques de

Pagina 3-84 de 337



parafina, se obtuvieron cilindros de 2mm de diametro utilizando una aguja de
biopsia cutanea y se incluyé un cilindro por cada caso en cada nuevo bloque de
parafina identificado. Posteriormente se efectuaron cortes de cada bloque de
parafina conteniendo un cilindro, hasta completar 20um de espesor y se
guardaron los cortes de cada cilindro en su correspondiente eppendorf
adecuadamente identificado y en ambiente refrigerado.

En el laboratorio de LC-MS, a cada eppendorf de 1.5ml conteniendo la muestra
de un caso A, se le afiadié 1 mL de xileno, se agit6 en vortex 30 segundos y se
centrifugd a 4 °C durante 5 minutos a 13000 rpm. A continuacion, se descarto el
sobrenadante y se repitié el procedimiento una vez mas completando asi el
proceso de desparafinacion de la muestra. Seguidamente, para eliminar
cualquier resto de xileno se seco el pellet en desecador durante 3 horas.

A continuacioén, para extraer los metabolitos intracelulares polares del tejido
mecanicamente, se afiadieron 500 uyL de H20:MeOH 20:80 v/v, se agit6 con
vortex 5 minutos, se aplicaron ultrasonidos durante 10 minutos y se centrifugé a
4 °C durante 10 minutos a 14000 rpm. El sobrenadante se transfirié a un nuevo
eppendorf y se reservo, mientras que sobre el pellet resultante se afiadieron 500
ML de H20:MeOH 20:80 v/v a -80 °C para una nueva extraccion mediante shock
térmico. Para ello se agit6 con vértex durante 5 minutos y se introdujo 30 minutos
a -80 °C. Transcurrido ese tiempo se introdujo a 4 °C durante 15 minutos y se
centrifugo a 4 °C durante 10 minutos a 14000 rpm. El sobrenadante se recogio y
se junto con el reservado previamente. Finalmente, el “pool” de sobrenadantes
se evaporo a sequedad bajo corriente de nitrégeno y se volvio a disolver el pellet
en 40 yL de Formiato Amonico pH=3:Acetonitrilo 15:85 v/v (condiciones

cromatograficas iniciales).
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3.3.2 Fase de analisis

Todos los casos de biopsia hepatica por aguja de los casos “problema” y las
biopsias quirurgicas de los casos “control” fueron revisados observando, a través
de la microscopia de luz con el microscopio Olympus BX43, los cristales de H&E
y de las técnicas histoquimicas (tricromico de Mason, PAS, PAS diastasa,
Reticulina, Fouchet y Perls). Los datos de las variables morfolégicas fueron
simultdnea y consecutivamente registrados en la tabla de variables en cada
observacion. Finalizada la observacion de los 62 casos, se realizaron cortes de
cada bloque de parafina de cada biopsia hepatica representativos de una
espesor total de 20 um y el Udltimo corte se tifid con H&E. Los cortes
representativos de 20 um de tejido de cada caso fueron depositados en un
eppendorf identificado con el correspondiente nimero de identificacion de
laboratorio y transferidos a un frigorifico a 4°C hasta su envio al laboratorio de
LC-MS.

Los cristales de H&E observados antes del corte (H&E inicial) y los cristales del
H&E después del corte (H&E final), fueron digitalizados con el digitalizador
PANNORAMIC Midi Il de la marca 3DHISTECH. Las areas de tejido de cada
caso fueron medidas por medio del software de andlisis de imagen QuPath y los
valores obtenidos, después de procesados, fueron registrados en la tabla de

variables en mm2.
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3.4 Condiciones cromatograficas y del espectrometro
de masas

La separacion y deteccion de los metabolitos extraidos se llevo a cabo mediante
cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de masas en tandem
(HPLC/MS/MS) empleando las condiciones experimentales recogidas en la Tabla

3.4.1.

Tabla 3.4.1 Condiciones cromatogrdficas del espectrometro de masas empleadas en la separacion y deteccion de los
metabolitos extraidos (HPLC-ESI-MS/MS).

Acquity UPLC HSS Class Plus

Sistema:

AbSciex Qtrap 5500
Columna: Kinetex HILIC 4,6 x 150 mm 2,6 ym
T2 columna

Temperatura ambiente

Fase Movil A H20, 5mM formiato aménico pH=3

Fase Mévil B

Acetonitrilo
Volumen iny 25 L
Disolv. lavado H20
Gradiente cromatogréfico
Tiempo (min) Flujo (mL/min) FM A (%) FM B (%)

0 0.4 15 85
1 0.4 15 85
12 0.4 65 35
16 0.4 65 35
17 0.4 15 85
25 0.4 15 85

Condiciones de la fuente de ionizacion electrospray (ESI)
ESI +/ESI- (+4500/-4500V)

Modo ionizacion

T2 fuente de ionizacion 475 °C
lon source Gas 1 (GS1) 33
lon source Gas 1 (GS2) 33
Curtain Gas 25
Condiciones espectrometro de masas
Método Schedule SRM
Ventana deteccion SRM 120s
Target Scan Time 0.8s
CAD High
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Las 289 transiciones SRM (Selected Reaction Monitoring) teéricas empleadas
para la deteccion de 258 metabolitos se tomaron del articulo: Yuan. M, Bretkopf,
SB, Yang. X, Asara, JM. “A positive/negative ion—switching, targeted mass
spectrometry—based metabolomics platform for bodily fluids, cells, and fresh and
fixed tissue”. Nature Protocols. 2012, 7, 872. Estos 258 metabolitos cubren todas
las principales rutas metabdlicas (glicolisis, ciclo de Krebs, via de las pentosas-
fosfato, metabolismo de aminoacidos, nucledtidos...). Las 289 transiciones SRM

tedricas empleadas en este estudio vienen recogidas en el ANEXO 1.
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3.5 Tratamiento de datos del HPLC/MS/MS

Una vez que se han adquirido las diferentes SRM para los diferentes metabolitos
en cada una de las muestras analizadas, empleando el software Multiquant 3.0
de AbSciex, se integran los diferentes picos cromatograficos, obteniendo las
diferentes areas de pico para cada uno de los metabolitos. A continuacion, previo
al posterior andlisis estadistico, es necesario realizar una normalizacion de los
datos obtenidos.

En la etapa de validacién del ensayo, las diferentes areas de pico obtenidas se
normalizaron frente a la media de las areas expresada en mm2 de los cortes
histoldgicos de 20 um de espesor de un cilindro con dimensiones 0.19 x 0.19 x
0.3 cm extraido de fragmento de higado e incluido en bloque de parafina. En los
casos en los que la muestra consistié en cortes a 20um de fragmentos completos
de higados “explantados” se identificaron 154 metabolitos. En los cilindros
extraidos de los bloques de esos fragmentos se identificaron inicialmente 95
metabolitos. En esta fase, se estudio la precisién realizando el analisis de 6
muestras del mismo paciente de cada uno de los tres grupos de patologia en los
mismos dias de analisis. Los metabolitos que mostraban valores de RSD
(Desviacion Estandar Relativa) de precision “entre dias” superiores al 35% para
el mismo grupo patolégico fueron rechazados.

Por otra parte, se evaluo la relacion sefial-ruido de cada metabolito, teniendo que
ser superior a 3 para que el resultado fuera aceptado.

Hubo 42 de los 95 metabolitos analizados que no cumplian con el requisito de
precision impuesto (>35%) por lo que en la fase de analisis se incluiran los 53

metabolitos que cumplian estos requisitos de sensibilidad y precision.
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En la etapa de andlisis, las diferentes areas de pico obtenidas se normalizaron
frente al &rea de pico obtenida para una muestra control de corte histolégico de
20 um de espesor de un fragmento de higado incluido en bloque de parafina que
se analiz6 en cada uno de los 4 dias de andlisis. El objetivo de esta normalizacion
es corregir la variabilidad instrumental en la deteccion de los metabolitos del

tejido entre los diferentes dias de analisis.

3.6 Andlisis estadistico

3.6.1 Generacion del modelo predictivo

El primer paso del andlisis consistié en la preparacion de los datos, donde se
llevé a cabo una normalizacién por la mediana, y una transformacién logaritmica.
El siguiente paso consistioé en la estimacion de la curva ROC para cada uno de
los metabolitos, para poder obtener el area bajo la curva (AUC) asi como su
intervalo de confianza bootstrap (500 réplicas bootstrap) al 95%, y el punto de
corte con la concentracion del metabolito que mejor discrimine entre grupos. Se
llevé a cabo un t-test (con correccion del p-valor mediante el método de Holm)
para evaluar si existen diferencias en la concentracion de cada uno de los
metabolitos en funcibn de su grupo de pertenencia. La capacidad de
discriminacion evaluada mediante el AUC tiene los siguientes puntos de corte:
0.90-1 (discriminacion excelente), 0.80-0.90 (buena discriminacion), 0.70-0.80
(discriminacién justa), y 0.60-0.70 (discriminacién pobre).

Se estimo6 también el log2-fold-change (FC), que es el logaritmo en base 2 del

cociente entre la concentracion del metabolito en la condicibn 1 y la
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concentracion en la condicién 2 (por ejemplo,
log2(CreatininaControl/CreatininaVHC)). Un FC positivo nos estara indicando
que la concentracion en la condicion 1 es superior a la concentracion en la
condicion 2, mientras que un FC negativo indicara que la concentracion en la
condicion 2 es superior.

A continuacion, se llevo a cabo la seleccién de aquellos metabolitos que
proporcionen la mayor capacidad de discriminacion entre grupos. La
metodologia random forest (combinacion de mudltiples arboles de clasificacion)
se utilizé tanto para la discriminacién como para determinar la importancia de los
metabolitos. El desempefio de los distintos modelos (generados con distintas
combinaciones de variables) se evalué mediante curvas ROC con validacién
cruzada de Monte-Carlo (MCCV). En cada proceso de validacién cruzada, una
parte de las muestras se emplearon para estimar la importancia de los
metabolitos, y las restantes para validar cada uno de los modelos generados en
ese primer paso. Aquellos metabolitos que obtuvieron mayor puntuacion
(importancia) se utilizaron para generar el modelo de clasificacion. Para obtener
una estimacion de los intervalos de confianza, asi como de la precision del
modelo, este proceso se repiti6 500 veces. El modelo final se seleccion6 en
funcion del parametro de importancia, incluyendo aquellas variables en las que
su valor sea superior a 1, excepto en aquellos casos en que haya muchas
variables con importancia superior a 1 en los que se elevo el umbral a 1.9 para
gue el modelo no esté sobreajustado. Con esas variables se construyo el modelo
final, y se estim¢ por validacion cruzada la curva ROC y su intervalo de confianza
al 95%, la precision media del modelo, las probabilidades de cada clase

predichas por el modelo (asi como los pacientes mal clasificados), y la matriz de
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confusiéon (tabla de frecuencias de las categorias predichas versus categorias

observadas)

3.6.2 Red de correlaciones perturbadas

Antes de llevar a cabo la estimacion de la red, se normalizaron los valores de los
metabolitos. Se partié de diferentes métodos de normalizacién: normalizacion de
la abundancia de metabolitos en relacion con el area, normalizacion por suma
total, normalizacion por la mediana, y normalizacion Pareto. Se seleccion6 aquel
método que proporciond la mayor discriminacion entre grupos, habiéndose
evaluado mediante un analisis de componentes principales (PCA).

La estimacion de las redes de correlaciones perturbadas consta de dos pasos:
(1) analizar las correlaciones parciales entre pares de metabolitos, y determinar
si existen diferencias significativas en esas correlaciones entre los grupos. Estas
correlaciones significativas se denominan correlaciones perturbadas
(perturbadas en el sentido de ser significativamente distintas en ambos grupos).
(2) A partir de las correlaciones perturbadas significativas se construye la red, y
se identificaron los nodos méas conectados de la red, asi como los diferentes
modulos significativos que forman parte de dicha red.

Como paso previo al analisis se realiz6 el analisis descriptivo de los 53
metabolitos en funcién del grupo. Para los metabolitos con distribucién normal
se calcul6 la media y desviacion estandar, y para aquellos que no presentaron
distribucion normal se calcul6 la mediana y el rango intercuartilico. La
comparacion entre grupos se llevé a cabo mediante ANOVA o el test de Kruskall-

Walllis (en presencia o ausencia de normalidad respectivamente, que se habra
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evaluado mediante el test de Shapiro-Wilks). Este andlisis descriptivo se llevé a
cabo sobre los valores normalizados por el control. A continuacion, se procedio
al analisis de correlaciones parciales y obtencion de la red de correlaciones

perturbadas

3.6.3 Analisis de correlaciones parciales

El primer paso del analisis tuvo como objetivo evaluar si la correlacidén entre las
concentraciones de cada par de metabolitos era diferente entre grupos. Estas
correlaciones son correlaciones parciales, ya que se van a ajustar por una serie
de variables: sexo, tiempo de la muestra, n° de fragmentos, y procedencia del
tejido (donante_d_trasplantado_t nativo_n). Estas correlaciones parciales se

estimaron de acuerdo con el método propuesto por Sheskin (2003).(270)

Una vez obtenidas las correlaciones parciales, se testaron las diferencias en las
correlaciones parciales entre grupos usando la transformacion de Fisher (es
decir, las correlaciones parciales se transformaron en un z-score, para que la
distribucién muestral de las correlaciones se distribuya de manera normal). Dado
que estamos testando multiples pares, es necesario ajustar los p-valores
obtenidos para reducir el error de tipo | (rechazar la hipétesis nula de igualdad
en las correlaciones parciales, cuando ésta es cierta). EI método de ajuste
seleccionado es el método de Benjamini and Hochberg,(271) que forma parte de
la familia de métodos que tratan de controlar la tasa de falso descubrimiento
(False Discovery Rate, FDR), y que en contextos donde se realizan cientos o

miles de comparaciones resulta muy eficaz.
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3.6.4 Principios de la red de correlaciones perturbadas

A partir de cada una de las comparaciones entre grupos se construyeron las
diferentes redes (control versus VHC, control versus HAI, control versus CBP,
VHC vs HAI, VHC vs CBP y HAI vs CBP), conectando aquellos metabolitos
(nodos de la red) que presenten correlaciones significativamente distintas entre
los grupos. Para cada uno de esos nodos se estimaron la diferencia media
absoluta en las correlaciones (esta diferencia describe el cambio de la
correlacion entre grupos, independientemente de la direccion del cambio), asi
como el numero de correlaciones perturbadas significativas (links de la red) de
cada uno de los nodos respecto a los restantes.

Tras obtener la red, se procedié a identificar grupos de metabolitos en los que
los nodos de esa red estén mas conectados con otros nodos de esa red de lo
gue cabria esperar por azar. Esos grupos de metabolitos se denominan modulos.
Todos los analisis se han llevado a cabo con el software libre R (R Core Team,
2020). Para la estimacion de las correlaciones parciales se ha utilizado el
paquete ppcor (Kim, 2015).(272) Para la estimacion de las correlaciones
perturbadas y la generacion de la red, se han utilizado los siguientes paquetes:

DiffCorr,(273, 274) quvalue,(275) DGCA(276) y MEGENA.(277, 278)
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3.6.5 Correlaciones parciales y diferencias entre correlaciones

Las correlaciones parciales y diferenciales entre correlaciones se aplican para
los pares de metabolitos que se correlacionan en cada grupo de hepatitis y el

control.

Estas correlaciones no seran presentadas en los resultados y seran expuestas

en CD anexo. Sus valores se interpretan de la siguiente forma:

1. Correlaciones (parciales) entre pares de marcadores para el grupo 1
(Cond1_cor) y para el grupo 2 (Cond2_cor).

2. Significacion para cada uno de los grupos expresada como p-valor
(Cond1_pVal, Cond2_pVal) y como g-valor (Cond1_gVal, Cond2_qgVal).
Es en este Ultimo parametro en el que hay que fijarse, debido a que es
necesario modificar el p-valor para adaptarlo a una situacion en la que se
llevan a cabo multiples tests, y este g-valor mide la proporcién de falsos
positivos.

3. La diferencia de correlaciones entre ambos grupos (zScoreDiff), y el p-
valor de dicha diferencia sin ajustar (pValDiff) y ajustado (pValDiff_adj).
Se considera que una correlacion se encuentra perturbada cuando este p
valor ajustado es inferior a 0.05. El signo de la diferencia (zScoreDiff) hace
referencia al cambio en la condicion 1 frente a la 2 (si en el grupo 1 es

mayor que en el 2, el signo es positivo).
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Tabla 3.6.1 Tabla con las diferentes clases en funcion del signo de la
correlacion y de la significacion (Extraido de McKenzie et al.,
2016).(272)

Gene Pair Correlation in Condition A
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Clase a la que pertenece cada par de correlaciones: se obtiene en funcion
del signo de la correlacion (+/-) y del nivel de significacion en los dos
grupos que se comparan (Tabla 3.6.1). Asi, por ejemplo, entre las 9 clases
posible tenemos:

Clase +/+: correlacion > 0 y p-valor < 0.05 en los dos grupos.
Clase -/-: correlacién < 0 y p-valor < 0.05 en los dos grupos.

Clase +/-: correlacién < 0 en el grupo 1y > 0 en el grupo 2, con p-valor

< 0.05 en ambos grupos.

Clase +/0: correlacién > 0 y p-valor < 0.05 en el grupo 1, y p-valor >

0.05 en el grupo 2.
Clase 0/0: p-valor > 0.05 en ambos grupos.

5. Ganancia/pérdida (Gain/Loss) en la diferencia de correlaciones. Toma los

siguientes valores:
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a. Valor 1: Ganancia de correlacion de la condicion 1 a la 2 (Gain of
correlation-GOC).

b. Valor -1: Pérdida de correlacion de la condicion 1 a la 2 (Loss of
correlation-LOC). Esta pérdida puede deberse también a un
cambio en la direccién de la correlacion (positiva en el grupo 2 y
negativa en el grupo 1).

c. Valor 0: sin cambios.

3.6.6 Correlacion diferencial media

Para cada uno de los marcadores, se estimo la diferencia de correlacion media
(avgCorr), y la diferencia de correlacion media absoluta (abs_avgCorr), que solo
tiene en cuenta la magnitud de la correlacion, pero no la direccién.

La correlacion diferencial media calcula las diferencias medias considerando
todas las correlaciones, tanto perturbadas como no perturbadas, que establece
el nodo, y considerando sélo las correlaciones perturbadas. Estas ultimas son
las que se van a representar en la red. (Datos no presentados en resultados y

expuestos en CD anexo)

3.6.7 Links de cada nodo

Numero de perturbaciones significativas (que actian como link) que establece

cada nodo. (Datos no presentados en resultados y expuestos en CD anexo)
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3.6.8 Red de correlaciones perturbadas

Las correlaciones perturbadas se muestran en la red que estan indicadas con la
referencia a los grupos diagnoésticos que correlacionan.

Los links se encuentran diferenciados por color y grosor:

COLOR:

Rojo: ganancia de correlacion entre la condicién 1 y la 2 (Gain of correlation-
GOC).

Gris: pérdida de correlacion (Loss of correlation-LOC).

GROSOR: a mayor grosor, mayor peso del link dentro de la red (los pesos se
establecen en relacion a las correlaciones diferenciales).

Los nodos también presentan diferencias en color y didmetro:

COLOR: representa la diferencia absoluta media en la correlacién de cada nodo.
En una escala que va del gris (menor) al rojo (mayor).

DIAMETRO: a mayor didmetro, mayor grado (nimero de links) del nodo.

Se presentaron los modulos que estan constituidos por metabolitos siendo que

aguellos metabolitos con mas links son los hubs.

3.6.9 Interpretacion bioldgica

La interpretacion biologica de las redes generadas se realiz6 mediante el softwa-
re MetaboAnalyst5.0 cuya aplicacion de analisis de vias metabdlicas (MetPA)
nos permitié conocer, a partir de los metabolitos de cada médulo, cuéles son las

vias metabdlicas que con mayor probabilidad estaran perturbadas.(200)
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La denominacién constante en MetaboAnalyst para los metabolitos, no coincide
siempre con la denominacion utilizada por la plataforma de andlisis. Los
sinbnimos pueden ser consultados en el Anexo |l.

La introduccion de los metabolitos por “nombre de compuesto” en la plataforma
de andlisis, nos dio una representacion grafica de las vias en las que uno o mas
compuestos de nuestro modulo estan presentes. En esta representacion cada
via identificada esta representada por un circulo dispuesto en el espacio en
funcion de la probabilidad y del impacto de la via.(279) El color y el tamafio de
cada circulo se basan en su valor p y el valor de impacto de la via,
respectivamente.(279) Nos interesaron aquellas vias y metabolitos que se
localicen lo més préximo a la esquina superior derecha del grafico.

Todo este analisis fue posterior a una consulta de las fuentes naturales de los
metabolitos que constituyen cada hub, rol biolégico y otros aspectos buscados

en la base de datos Human Metabolome Data Base (HMDB).(181)

3.7 Poder discriminativo de las variables morfologicas

El primer paso del andlisis consistié en la preparacion de los datos, donde se
llevé a cabo una normalizacién por la mediana, y una transformacién logaritmica.
A continuacién, con fines exploratorios, se evalué la asociacién entre cada una
de las variables morfolégicas y bioquimicas (s6lo aquellas que no presenten
valores perdidos) y cada uno de los pares de patologias, mediante el odds ratio.
También se lleva a cabo un test x2(variables categéricas) o un t-test (variables
continuas), o bien su equivalente no paramétrico, el test U de Mann-Whitney-

Wilcoxon (variables continuas no normales).
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El siguiente paso consistio en evaluar la capacidad predictiva de las distintas
variables para discriminar entre grupos, mediante el algoritmo de Boruta. Este
algoritmo, basado en la metodologia random forest, pertenece a la familia de
métodos de seleccion de variables que siguen la aproximacion “all-relevant”, es
decir, que su objetivo es encontrar todas las variables que porten informacion
relevante en relacion con la variable respuesta (en este caso, variables con
informacion que permita discriminar entre grupos). El algoritmo confirmé las
variables con relevancia en la discriminacion, y rechaz6 aquellas que no la
tuvieron. Con esas variables se construyd un modelo predictivo, y se llevo a cabo
la validacibn de su capacidad predictiva evaluando la capacidad de
discriminacion, y la calibracion del modelo, ambas obtenidas mediante
remuestreo bootstrap.

La capacidad de discriminacion del modelo se estimé mediante el AUC asi como
el indice D de Somer. La D de Somer es una medida del desempefio de un
predictor o predictores sobre la variable respuesta. Este indice toma valores de
-1 a 1, y cuanto mas préximo a 0, menor capacidad predictiva del modelo.

Se llevé a cabo la calibracion del modelo comparando la media predicha por el
modelo con la observada. En un modelo bien calibrado, los valores predichos
deberian estar proximos a los observados. Se obtendra también el score de Brier
escalado (con valores cuanto mas préximos a 1, mas informativo sera el modelo).
Se obtendra también la R2 de Nagelkerke (equivalente a R2 en modelos

lineales), que indicaron un mejor ajuste cuanto mas proximo a 1.
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3.8 Fibrosis y actividad necroinflamatoria

La metodologia implementada fue la misma metodologia utilizada en la
generacion del modelo predictivo, enunciada y explicada con detalle en el punto
3.6.1 “Generacion del modelo predictivo”.

Para la fibrosis, se agruparon para la condicion 1 los casos FO y F1 que se les
denominé FO. Para los demas casos (>F1) se les denominé F2 y conformaron la

condicién 2.

Para la actividad se aplicé el mismo principio. Para la condicion 1 se agruparon

los casos A0 y Al. Para la condicion 2 se agruparon los casos >Al.
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4 RESULTADOS

En el capitulo “Resultados”, exponemos los resultados del andlisis estadistico de
los datos obtenidos en el ensayo. Consta este capitulo de cuatro subcapitulos

que son:

1. Modelo predictivo (objetivo principal)

2. Correlacion diferencial media, red de correlaciones perturbadas y “links”
(objetivo secundario a))

3. Capacidad discriminativa de las variables morfolégicas (objetivo
secundario b))

4. Fibrosis y actividad necroinflamatoria (objetivo secundario c))
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4.1 Modelo predictivo

411 Control vs VHC

Después de la normalizacién (datos no presentados) se procede al calculo del
AUC, el p-valor del test t de student y del logaritmo em base 2 (log2FC) (Tabla
4.1.1)

FC positivo indica que la concentracion en la condicion 1 (control) es superior a
la concentracion en la condicion 2 (VHC), mientras que un FC negativo indica
que la concentracion en la condicién 1 (control) es inferior a la concentracion en

la condicién 2 (VHC).

Tabla 4.1.1 Valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. Control vs VHC

X AUC Pval FC
L-Carnitine 0.8425 0.0012 -1.5557
2-1sopropylmalic acid 0.8352 0.0006 -1.1434
Methylmalonic acid 0.8278 0.0004 -0.9877
Sarcosine 0.8168 0.0008 0.3071
Succinic acid 0.8132 0.0005 -0.9675
L-Alanine 0.7875 0.0017 0.3956
L-Tyrosine 0.7692 0.0075 0.1524
Orotic acid 0.7619 0.0056 -0.6201
S-Methyl-L-cysteine 0.7582 0.0196 0.0458
p-Aminobenzoic acid 0.7216 0.0524 -0.5830
Argininosuccinic acid 0.7179 0.0562 0.0054
Nicotinic acid 0.7179 0.1170 -0.5166
L-Arginine 0.7070 0.0886 0.0231
Choline 0.6923 0.0810 -0.7756
Dimethylglycine 0.6886 0.0849 -0.8000

5-Methyltetrahydrofolic acid 0.6886 0.0768 -0.0122

Citraconic acid 0.6886 0.0612 -0.5515
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X

Glutathione

Citrulline
2-Aminobenzoic acid
L-Glutamine

NADH

Oxoglutaric acid
7-bisphosphate
Hypoxanthine
Phenylpropiolic acid
Uridine 5’-diphosphate
L-Threonine
Niacinamide

L-Proline

Betaine aldehyde
3-Phosphoglyceric acid
Serine

Pantothenic acid
Ortho-Hydroxyphenylacetic acid
D-Hexose-Phosphate
DL-2-Aminooctanoic acid
Guanine

Creatinine

L-Valine

Biotin

Cholesterol sulfate
1-Methyladenosine
Trehalose 6-phosphate
Taurodeoxycholic acid
Pyroglutamic acid
Trehalose

Leu-lle

Xanthine

Taurine
3-phosphoshikimic acid

Imidazole
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AUC
0.6886
0.6832
0.6832
0.6813
0.6777
0.6777
0.6630
0.6593
0.6593
0.6593
0.6520
0.6484
0.6447
0.6227
0.6081
0.6081
0.6081
0.5861
0.5824
0.5641
0.5604
0.5568
0.5568
0.5568
0.5513
0.5458
0.5458
0.5421
0.5403
0.5311
0.5275
0.5275
0.5238
0.5201

0.5055

Pval
0.0770
0.1213
0.0757
0.1174
0.2172
0.2483
0.4857
0.3006
0.2408
0.2469
0.0808
0.2687
0.0995
0.4771
0.3507
0.2452
0.2571
0.4886
0.8689
0.6856
0.6550
0.2994
0.9948
0.7892
0.9014
0.6610
0.7856
0.4954
0.6448
0.7493
0.7124
0.8759
0.8735
0.7708

0.8710

FC
0.0446
0.3516
-0.6023

0.1806
-0.0386
-0.4154

0.2699
-0.7824
-0.4048
-0.3774

0.2594
-0.6027

0.0716

0.2241
-0.3904

0.0712
-0.0798
-0.1785
-0.7120
-0.5411
-0.3196
-0.1781
-0.2834
-0.1589
-0.3978
-0.4786
-0.2234
-0.1954
-0.1652
-0.1572
-0.2533
-0.4251
-0.6828
-0.2380

-0.1833



X AUC  Pval FC

Uric acid 0.5018 0.7136 -1.0265

En la Figura 4.1.1 se representan los metabolitos en funcion de su FC. Un FC
positivo (verde) indica que la concentracién en la condicion 1 (control) es superior
a la concentracion en la condicion 2 (VHC), y un FC negativo (morado) indicando
mayor concentracion en la condicion 2 (VHC).

Para los cinco metabolitos con mayores AUC, se presenta la curva ROC, el punto
de corte 6ptimo (valor entre paréntesis al lado del valor de concentracion del
punto de corte): asi, por ejemplo, el punto de corte éptimo para el &cido succinico
es 0.378, con (punto de color rojo), un intervalo de confianza para el AUC de 0.5
a 0.9. Como se puede ver en la Figura 4.1.2 hay 5 metabolitos con buena
capacidad de discriminacion: L-carnitina, acido isopropilmélico, &cido

metilmaldnico, sarcosina y acido succinico.

Imalic ar.ld L
e °N
epatie ‘~

-Hexose-Phosphate

b B
:'i%ﬂﬁéééﬁ?w s
Wl%n% @IBHDIC acid
i
Aric . BEI
= DSé‘ID % CETICh \

a E

: 8@“’5@""%”“

]
]
1
]
1
]
1
]
1
]
1
]
1
1
1
1
1
1
1
1
1
groxyphenylacetlc acid :
1
"
_r@ininosuccinic acid
- é‘{ﬁ*yqﬁ%ystaine 1
- Vofin :
T 1
1
1
1
T

i/r E‘u amic acid
%ﬂ RERic acid
yltetrahydrofolic acid
anine

T T T
1.5 -1.0 -0.5 0.0

Figura 4.1.1 Metabolitos ordenados en funcion de su FC. Control vs VHC
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En la Tabla 4.1.1 se presenta el pardmetro de importancia, y el ranking de la
frecuencia con la que son seleccionados cada uno de los metabolitos para el
grupo control y el grupo de VHC. Estos resultados proceden de la frecuencia de
seleccion (a partir de las 500 muestras de validacion cruzada) de los metabolitos
(Figura 4.1.2), y el parametro de importancia (se muestran sélo los metabolitos con

un valor del parametro de importancia superior a 1).

X Rank Freq. Importance Sem alteracoes WHC
L-Carnitine 1 4.6043 Low High
Sarcosine 1 3.4122 High Low
Methylmalonic acid 1 29752 High Low
Succinic acid 1 2.8472 High Low
L-Alanine 1 2.7455 High Low
2-Isopropylmalic acid 1 24523 Low High
Nicotinic acid 1 1.3561 Low High
p-Aminobenzoic acid 1 1.2275 High Low
COrofic acid 1 1.1412 High Low
Argininosuccinic acid 1 1.0173 High Low
S-Methyl-L-cysteine 1 1.0009 Low High

Figura 4.1.2 Frecuencia de seleccion y parametro de importancia de los metabolitos Control vs VHC
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Tabla 4.1.2 Parémetro de importancia, y el ranking de la frecuencia con la que son
seleccionados cada uno de los metabolitos para el grupo control y VHC

L-Carnitine . [ ] ]

Sarcosine

Methylmalonic acid
Succinic acid

L-Alanine

2-Isopropylmalic aci
Nicotinic acid
p-Aminobenzoic acid
Orotic acid

Argininosuccinic aci

L] . L] L] L]
[ |
[

S-Methyl-L-cysteine
NADH . mE

Choline . ([ ]

Oxoglutaric acid . [ ]
L-Tyrosine . [ ]}

Low

Selected Frequency (%)

La curva ROC en color azul (ver Figura 4.1.6) muestra el punto de corte éptimo
(punto rojo), y el intervalo de confianza al 95% para el AUC, siendo la diagonal
de color gris la que indica la ausencia de capacidad de discriminacion. Al lado
derecho de cada curva ROC se presenta el boxplot con la distribucion de las
concentraciones en cada uno de los grupos, la media de la concentracion (rombo
amarillo), y el punto de corte 6ptimo (linea de color rojo).

La Figura 4.1.4 representa las curvas ROC para modelos que van desde 1
metabolito a 53 metabolitos.

La capacidad que tienen los diferentes modelos con numero creciente de
metabolitos en cada modelo para predecir correctamente casos verdaderos
positivos y verdaderos negativos esta representada en la Figura 4.1.5

El modelo finalmente seleccionado incluye a los 11 metabolitos con valor
superior a 1 en el pardmetro de importancia, siendo la L-carnitina y la
sarcosina las que tienen mayor importancia. En la Figura 4.1.6 se muestra la curva

ROC y el AUC, ambas con su intervalo de confianza al 95% obtenida a partir de
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500 muestras de validaciéon cruzada. El valor del AUC, es indicativo

un modelo con buena capacidad de discriminacion.
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Figura 4.1.3 Curva ROC Control vs VHC para los cinco metabolitos mds discriminativos
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Figura 4.1.5 Exactitud predictiva para los diferentes modelos generados Control vs VHC
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En la Figura 4.1.7 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificacién errénea. Se
muestra también la matriz de confusién (Tabla 4.1.3), donde podemos ver que 3

pacientes del grupo control y 4 del grupo VHC han sido mal clasificados.

Tabla 4.1.3 Matriz de confusion del modelo Control vs VHC

0 1
0 10 4
1 3 17

La capacidad que tiene el modelo seleccionado para predecir correctamente
casos verdaderos positivos y verdaderos negativos esta representada en la
Figura 4.1.8 estimada en base a 100 muestras de validacion cruzada. La exactitud

predictiva media estimada por validacion cruzada es 0.764.

0.9
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.

06

Predictive Accuracy
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Figura 4.1.8 Exactitud predictiva del modelo Control vs VHC
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4.1.2 Control vs HAI

Después de la normalizacién (datos no presentados) se procede al calculo del

AUC, el p-valor del test t de student y del logaritmo em base 2 (log2FC) (Tabla

4.1.4)

Un valor “FC” positivo indica que la concentracion en la condicion 1 (control) es
superior a la concentracion en la condiciéon 2 (HAI), mientras que un FC negativo

indica que la concentracion en la condicion 1 (control) es inferior a la

concentracion en la condicion 2 (HAI).

Tabla 4.1.4 Valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC

estimado. Control vs HAI

X AUC
1-Methyladenosine 0.7548
Sarcosine 0.7548
Cholesterol sulfate 0.7548
L-Alanine 0.7452
L-Carnitine 0.7452
Creatinine 0.7115
Uridine 5’-diphosphate 0.6875
Methylmalonic acid 0.6779
7-bisphosphate 0.6683
Pantothenic acid 0.6683
p-Aminobenzoic acid 0.6683
Succinic acid 0.6635
Taurine 0.6490
Ortho-Hydroxyphenylacetic acid 0.6490
Glutathione 0.6490
Guanine 0.6442
2-Aminobenzoic acid 0.6442
Nicotinic acid 0.6346
Hypoxanthine 0.6250
L-Tyrosine 0.6154
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Pval
0.0165
0.0186
0.0169
0.0235
0.0648
0.0323
0.2475
0.1444
0.3478
0.1445
0.1512
0.1968
0.3357
0.4219
0.1636
0.2871
0.1738
0.7394
0.3318

0.2624

FC
0.9448
-0.2736
0.7925
-0.3582
0.9850
2.7935
0.3422
0.4350
-0.4683
-0.1600
0.5332
0.4065
1.0420
0.1487
-0.0631
0.5580
0.4777
0.2854
0.6553

0.0066



X AUC  Pval FC

L-Glutamine 0.6106 0.4226 0.1613
D-Hexose-Phosphate 0.6106 0.6276 0.5014
L-Proline 0.6058 0.2302 -0.0815
Phenylpropiolic acid 0.6058 0.1019 -0.1589
Argininosuccinic acid 0.6010 0.4622 0.0822
Serine 0.5962 0.3129 -0.1517
Citrulline 0.5962 0.3029 -0.3126
Xanthine 0.5962 0.3077 0.7217
Taurodeoxycholic acid 0.5962 0.3668 0.5535
L-Arginine 0.5938 0.3200 -0.0122
S-Methyl-L-cysteine 0.5817 0.6124 0.1006
Oxoglutaric acid 0.5769 0.1835 -0.0965

5-Methyltetrahydrofolic acid 0.5721 0.3658 0.0768

Choline 0.5673 0.8693 0.2039
Dimethylglycine 0.5673 0.8948 0.1934
Trehalose 0.5673 0.5830 0.2456
Orotic acid 0.5577 0.7299 0.2239
L-Threonine 0.5529 0.5638 0.5526
Pyroglutamic acid 0.5529 0.7625 0.1052
Uric acid 0.5529 0.7943 0.9227
3-Phosphoglyceric acid 0.5529 0.6376 0.0697
Leu-lle 0.5433 0.4478 0.3314
DL-2-Aminooctanoic acid 0.5433 0.9354 0.3647
Niacinamide 0.5337 0.7861 0.3298
NADH 0.5288 0.7895 0.2266
Trehalose 6-phosphate 0.5288 0.8796 0.1757
2-1sopropylmalic acid 0.5240 0.9161 0.0730
Citraconic acid 0.5192 0.9793 0.1435
Imidazole 0.5144 0.9900 0.1278
3-phosphoshikimic acid 0.5096 0.8965 0.1839
L-Valine 0.5048 0.7449 0.2593
Betaine aldehyde 0.5000 0.9596 0.0730
Biotin 0.5000 0.8888 0.3460

En la Figura 4.1.9 se representan los metabolitos en funcion de su FC. Un FC
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positivo (verde) indica que la concentracion en la condicion 1 (control) es superior
a la concentracion en la condicion 2 (HAI), y un FC negativo (morado) indicando
mayor concentracion en la condicion 1 (control).

En la Figura 4.1.10 estan representadas las curvas ROC de los cinco metabolitos
con mayor AUC, el punto de corte 6ptimo (punto de color rojo) y el intervalo de
confianza bootstrap al 95% (valor entre paréntesis al lado del valor de
concentracion del punto de corte), siendo la diagonal de color gris la que indica
la ausencia de capacidad de discriminacion la condicion 2 (HAI). Al lado derecho
de cada curva ROC se presenta el boxplot con la distribucién de las
concentraciones en cada uno de los grupos, la media de la concentracion (rombo

amarillo), y el punto de corte 6ptimo (linea de color rojo).

Ningun metabolito tiene un AUC superior a 0.80.
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Figura 4.1.9 Metabolitos ordenados en funcion de su FC. Control vs HAI
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i Rank.Freg. Importance HAl 5em_alteracoes

Sarcosine 0.88 2.1432 High Low
1-Methyladenosine 0.80 18708 High Low
Creatinine 0.80 1.5445 Low Hish
Chaolesterol sulfats 0.78 2.0338 Low High
L-&lanine 0.72 1.5001 Low Hish
7-bizphosphate 0.72 1.2009 Low High
L-Carnitine 0.68 2.0408 Low Hish

Tabla 4.1.5 Parametro de importancia, y el ranking de la frecuencia con la que son
seleccionados cada uno de los metabolitos para el grupo control y HAI

En la Tabla 4.1.5 se presenta el pardmetro de importancia, y el ranking de la
frecuencia con la que son seleccionados cada uno de los metabolitos para el
grupo control y el grupo HAL.

Estos resultados proceden de la frecuencia de seleccion (a partir de las 500
muestras de validacion cruzada) de los metabolitos, y el pardmetro de
importancia (se muestran solo los metabolitos con un valor del parametro de
importancia superior a 1). La forma grafica de representacion de estos datos

puede verse en la Figura 4.1.11
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Figura 4.1.11 Frecuencia de seleccion y pardmetro de
importancia de los metabolitos Control vs HAI

En la Figura 4.1.12 podemos ver representadas las curvas ROC de los distintos

modelos generados, desde 1 metabolito a 53 metabolitos.
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Figura 4.1.12 Curvas ROC para multiples modelos
generados Control vs HAI
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La capacidad que tienen los diferentes modelos con numero creciente de
metabolitos en cada modelo para predecir correctamente casos verdaderos

positivos y verdaderos negativos esta representada en la Figura 4.1.13

El modelo finalmente seleccionado incluye a los 7 metabolitos con valor superior
a 1 en el parametro de importancia, siendo la sarcosina, L-carnitina y el sulfato
de colesterol las que tienen mayor importancia. En la Figura 4.1.14 se muestra la
curva ROC y el AUC, ambas con su intervalo de confianza al 95% obtenida a
partir de 500 muestras de validacion cruzada. El valor del AUC que, si bien es
indicativo de un modelo con buena capacidad de discriminacién, su intervalo de

confianza es de gran amplitud, llegando al limite de no discriminacion.

Predictive accuracies with different features
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Figura 4.1.13 Exactitud predictiva para los diferentes modelos generados Control vs HAI
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Figura 4.1.14 Curva ROC y AUC del modelo seleccionado Control vs HAI

En la Figura 4.1.15 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificacion errénea. Se
muestra también la matriz de confusién (ver Tabla 4.1.6), donde podemos ver que

3 pacientes del grupo control y 5 del grupo HAI han sido mal clasificados.
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Figura 4.1.15 Probabilidades predichas para cada paciente del modelo
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0 1
0 11 3
1 5 10

Tabla 4.1.6 Matriz de confusion del
modelo Control vs HAI

La capacidad que tiene el modelo seleccionado para predecir correctamente
casos verdaderos positivos y verdaderos negativos esta representada en la Figura
4.1.16 estimada en base a 100 muestras de validacion cruzada. La exactitud

predictiva media estimada por validacion cruzada es 0.718.
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Figura 4.1.16 Exactitud predictiva del modelo Control vs HAI

4.1.3 Control vs CBP

Después de la normalizacién (datos no presentados) se procede al calculo del
AUC, el p-valor del test t de student y del logaritmo em base 2 (log2FC) (Tabla
4.1.7)

Un valor “FC” positivo indica que la concentracion en la condicién 1 (control) es
superior a la concentracion en la condicion 2 (CBP), mientras que un FC negativo
indica que la concentracion en la condicion 1 (control) es inferior a la

concentracion en la condicion 2 (CBP).

Tabla 4.1.7 Valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. Control vs CBP

X AUC  Pval FC
Imidazole 0.9744 0.0000 -2.8596
Uric acid 0.9615 0.0000 4.9227
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X

Glutathione

Leu-lle

L-Arginine
Pantothenic acid
Uridine 5’-diphosphate
L-Tyrosine

1-Methyladenosine

DL-2-Aminooctanoic acid

L-Carnitine

2-Aminobenzoic acid

Ortho-Hydroxyphenylacetic acid

Niacinamide
Taurodeoxycholic acid
S-Methyl-L-cysteine
Betaine aldehyde
L-Proline

Trehalose 6-phosphate
Cholesterol sulfate
Xanthine

Guanine

Citrulline

Trehalose
L-Glutamine
Methylmalonic acid
Argininosuccinic acid
Succinic acid
2-1sopropylmalic acid
Creatinine

Nicotinic acid

Biotin

Oxoglutaric acid
Serine
3-phosphoshikimic acid

Orotic acid

5-Methyltetrahydrofolic acid

Citraconic acid
3-Phosphoglyceric acid
7-bisphosphate
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AUC
0.9231
0.9167
0.8910
0.8462
0.8397
0.8333
0.8269
0.8269
0.8141
0.8109
0.7821
0.7756
0.7756
0.7692
0.7564
0.7436
0.6987
0.6987
0.6923
0.6859
0.6795
0.6731
0.6538
0.6538
0.6474
0.6474
0.6410
0.6346
0.6218
0.6090
0.6026
0.5897
0.5897
0.5769
0.5577
0.5577
0.5577
0.5449

Pval
0.0005
0.0004
0.0002
0.0025
0.0298
0.0092
0.0027
0.0033
0.0027
0.0187
0.0318
0.0147
0.0267
0.0242
0.0117
0.0421
0.0810
0.0787
0.0520
0.0695
0.3685
0.2770
0.3952
0.2011
0.2167
0.2624
0.3402
0.3565
0.1658
0.4896
0.2609
0.2638
0.4708
0.5826
0.5829
0.7068
0.6455
0.6002

FC
-0.7044
0.6111
1.1360
-0.8743
0.4211
0.5517
1.0596
-1.1217
0.8604
-0.8859
0.4756
-1.3124
-0.9612
0.3866
0.5510
0.4562
0.3760
0.4428
0.8316
1.3623
0.0355
-0.5623
-0.3867
0.1750
0.2582
0.1458
-0.3275
0.7335
-0.5758
-0.1796
-0.2087
0.1807
-0.0937
0.0306
0.0989
-0.0168
-0.0992
-0.0339



X AUC  Pval FC

Choline 0.5449 0.5242 0.2476
Dimethylglycine 0.5449 0.6333 0.2350
L-Threonine 0.5449 0.9330 -0.1154
Hypoxanthine 0.5385 0.6375 0.3221
Taurine 0.5321 0.9441 0.0197
Pyroglutamic acid 0.5321 0.9945 -0.0191
p-Aminobenzoic acid 0.5321 0.2909 -0.6435
NADH 0.5256 0.4368 -0.1393
L-Alanine 0.5192 0.5334 0.4121
L-Valine 0.5192 0.6557 0.0944
Phenylpropiolic acid 0.5128 0.6264 -0.1171
Sarcosine 0.5064 0.4928 0.4673
D-Hexose-Phosphate 0.5064 0.4899 -0.1315

En la Figura 4.1.17 se representan los metabolitos en funcion de su FC. Un FC
positivo (verde) indica que la concentracion en la condicion 1 (control) es superior
a la concentracion en la condicion 2 (CBP), y un FC negativo (morado) indicando

mayor concentracion en la condicién 2 (CBP).
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Figura 4.1.17 Metabolitos ordenados en funcién de su FC. Control vs CBP
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En la Tabla 4.1.8 se presenta la frecuencia de seleccién (a partir de las 500
muestras de validaciébn cruzada) de los metabolitos, y el pardmetro de
importancia (se muestran sélo los metabolitos con un valor del pardmetro de
importancia superior a 1). En la Figura 4.1.18 se presenta esta informacion de
manera grafica.

Hay 12 metabolitos con buena o excelente capacidad de discriminacion,
teniendo imidazol, &cido Urico, glutation, y leucina-isoleucina una capacidad

de discriminaciéon excelente.

Tabla 4.1.8 Frecuencias de seleccion de metabolitos Control vs CBP

Rank.Freq. Importance

Imidazole 1.00 6.3639
Uric acid 1.00 5.9354
Glutathione 0.98 4.5565
Leu-lle 0.98 3.3273
Pantothenic acid 0.96 2.5821
L-Arginine 0.94 3.0812
DL-2-Aminooctanoic acid 0.80 1.8372
Uridine 5’-diphosphate 0.76 2.4430
L-Carnitine 0.74 1.9795
1-Methyladenosine 0.74 1.7144
2-Aminobenzoic acid 0.72 1.0282
Betaine aldehyde 0.70 1.4213
L-Tyrosine 0.68 1.3605
Niacinamide 0.64 1.2013
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Figura 4.1.18 Frecuencia de seleccion de los diferentes metabolitos.
Control vs CBP

En la Figura 4.1.19 se muestra la curva ROC en color azul para los cinco
metabolitos mas discriminativos donde se puede observar el punto de corte
optimo (punto rojo), y el intervalo de confianza al 95% para el AUC, siendo la
diagonal de color gris la que indica la ausencia de capacidad de discriminacion.
Al lado derecho de cada curva ROC se presenta el boxplot con la distribucion de
las concentraciones en cada uno de los grupos, la media de la concentracion

(rombo amarillo), y el punto de corte 6ptimo (linea de color rojo).
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Figura 4.1.19 Curva ROC Control vs CBP para los cinco metabolitos mds discriminativos
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La capacidad que tienen los diferentes modelos con numero creciente de
metabolitos en cada modelo para predecir correctamente casos verdaderos

positivos y verdaderos negativos esta representada en la Figura 4.1.21
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Figura 4.1.20 Curvas ROC para multiples modelos. Control vs

CcBP
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Figura 4.1.21 Exactitud predictiva para los diferentes modelos generados Control vs CBP
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En la Figura 4.1.20 podemos ver representadas las curvas ROC de los distintos
modelos generados, desde 1 metabolito a 53 metabolitos.

El modelo finalmente seleccionado incluye a 13 metabolitos con valor superior a
1 en el parametro de importancia, siendo la imidazol, acido urico y glutation los
gue tienen mayor importancia. En la Figura 4.1.22 se muestra la curva ROC y el
AUC, ambas con su intervalo de confianza al 95%. El valor del AUC es indicativo
de una excelente capacidad de discriminacién, con un intervalo de confianza
muy estrecho.

En la Figura 4.1.23 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificacion errénea. Se
muestra también la matriz de confusion (ver Tabla 4.1.9), donde podemos ver que
s6lo un paciente del grupo control esta mal clasificado.

La exactitud predictiva media estimada por  validacion cruzada
es 0.907 estimado en base a 100 muestras de validacion cruzada (ver Figura

4.1.24).
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Figura 4.1.22 Curva ROC y AUC del modelo seleccionado Control vs CBP
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Figura 4.1.23 Probabilidades predichas para cada paciente del modelo Control vs CBP
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Tabla 4.1.9 Matriz de confusién Control vs CBP
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Figura 4.1.24 Exactitud predictiva del modelo Control vs CBP

4.1.4 VHC vs HAI

Después de la normalizacién (datos no presentados) se procede al calculo del
AUC, el p-valor del test t de student y del logaritmo em base 2 (log2FC)
expuestos en la Tabla 4.1.10.

Un valor “FC” positivo indica que la concentracion en la condicion 1 (VHC) es

superior a la concentracion en la condicion 2 (HAI), mientras que un FC negativo
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indica que la concentracién en la condicién 1 (VHC) es inferior a la concentracion

en la condicién 2 (HAI).

Tabla 4.1.10 Valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. VHC vs HAI

X AUC Pval FC
2-1sopropylmalic acid 0.9048 0.0000 -1.0704
1-Methyladenosine 0.8065 0.0053 0.4663
Creatinine 0.8036 0.0004 2.6154
Cholesterol sulfate 0.7976 0.0146 0.3948
Methylmalonic acid 0.7798 0.0034 -0.5527
Succinic acid 0.7708 0.0028 -0.5610
Orotic acid 0.7619 0.0045 -0.3962
Oxoglutaric acid 0.7560 0.0126 -0.5119
Phenylpropiolic acid 0.7530 0.0042 -0.5637
L-Threonine 0.7292 0.0145 0.8120
S-Methyl-L-cysteine 0.6994 0.0478 0.1464
Choline 0.6905 0.0881 -0.5717
Dimethylglycine 0.6905 0.0880 -0.6066
L-Carnitine 0.6815 0.1360 -0.5708
Nicotinic acid 0.6696 0.1717 -0.2312
L-Tyrosine 0.6577 0.1023 0.1590
Niacinamide 0.6562 0.1556 -0.2729
3-Phosphoglyceric acid 0.6488 0.1609 -0.3206
Taurodeoxycholic acid 0.6339 0.0933 0.3583
Citraconic acid 0.6280 0.0873 -0.4080
Taurine 0.6220 0.2826 0.3592
Betaine aldehyde 0.6190 0.6023 0.3339
Leu-lle 0.6161 0.2154 0.0780
L-Arginine 0.6101 0.3726 0.0108
Xanthine 0.6101 0.2508 0.2966
NADH 0.6042 0.3260 0.1879
Argininosuccinic acid 0.6012 0.2980 0.0875
Citrulline 0.5952 0.5123 0.0390
DL-2-Aminooctanoic acid 0.5893 0.7476 -0.1764
Guanine 0.5878 0.4568 0.2384
L-Alanine 0.5863 0.4526 0.0374
Sarcosine 0.5714 0.4069 0.0334

5-Methyltetrahydrofolic acid 0.5655 0.3449 0.0646
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X AUC Pval FC
Ortho-Hydroxyphenylacetic acid 0.5595 0.8076 -0.0298

Trehalose 0.5595 0.7253 0.0884
Imidazole 0.5536 0.8473 -0.0555
Biotin 0.5506 0.6716 0.1871
2-Aminobenzoic acid 0.5506 0.7088 -0.1246
Glutathione 0.5476 0.7076 -0.0186
Hypoxanthine 0.5417 0.8927 -0.1271
L-Glutamine 0.5357 0.5336 0.3419
Uric acid 0.5357 0.5631 -0.1038
D-Hexose-Phosphate 0.5357 0.8474 -0.2103
L-Valine 0.5327 0.6453 -0.0241
3-phosphoshikimic acid 0.5268 0.8857 -0.0541
p-Aminobenzoic acid 0.5238 0.7178 -0.0498
L-Proline 0.5208 0.7777 -0.0099
Uridine 5’-diphosphate 0.5208 0.9976 -0.0352
Trehalose 6-phosphate 0.5179 0.9445 -0.0477
Pyroglutamic acid 0.5179 0.8335 -0.0600
Pantothenic acid 0.5149 0.7985 -0.2397
7-bisphosphate 0.5119 0.6786 -0.1983
Serine 0.5074 0.8289 -0.0806
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Figura 4.1.25 Frecuencia de seleccion y pardmetro de importancia de los metabolitos VHC vs HAI
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En la Figura 4.1.25 se representan los metabolitos en funcion de su FC. Un FC
positivo (verde) indica que la concentracién en la condicion 1 (VHC) es superior
a la concentracion en la condicion 2 (HAI), y un FC negativo (morado) indicando
mayor concentracion en la condicién 2 (HAI).

Para los tres metabolitos con mayores AUC, se presenta en la Figura 4.1.26 la
curva ROC, el punto de corte 6ptimo (punto de color rojo), y el intervalo de
confianza bootstrap al 95% (valor entre paréntesis al lado del valor de
concentracion del punto de corte). Hay 3 metabolitos con buena o excelente
capacidad de discriminacion, teniendo el acido isopropilmalico una capacidad
de discriminacion excelente.

Al lado derecho de cada curva ROC se presenta el boxplot con la distribucion de
las concentraciones en cada uno de los grupos, la media de la concentracion
(rombo amarillo), y el punto de corte 6ptimo (linea de color rojo).

En la Tabla 4.1.11 se presenta la frecuencia de seleccidon (a partir de las 500
muestras de validacibn cruzada) de los metabolitos, y el pardmetro de
importancia (se muestran solo los metabolitos con un valor del parametro de
importancia superior a 1). En la Figura 4.1.27 se presenta esta informacion de

manera gréfica.
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Figura 4.1.26 Curva ROC VHC vs HAI para los tres metabolitos mds discriminativos

En la Figura 4.1.28 se muestran las curvas ROC para los distintos modelos
generados (desde un modelo que incluye sélo 1 metabolito, a un modelo que los

incluye a todos).
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Figura 4.1.27 Frecuencia de seleccion y pardmetro de importancia de
los metabolitos VHC vs HAI

Tabla 4.1.11 Pardmetro de importancia, y el ranking de la
frecuencia con la que son seleccionados cada uno de los
metabolitos para el grupo VHC y HAI

Rank.Freq. Importance
2-Isopropylmalic acid 1.00 5.7343
1-Methyladenosine 0.98 4 1585
Creatinine 0.98 3.1207
Chaolesterol sulfate 054 3.1960
Methylmalonic acid 0.94 22812
Phenylpropiolic acid 0.B8 1.5449
Succinic acid 0.B4 1.5047
Orotic acid 0.B2 1.4484
L-Threonine 0.74 1.4232
Chaoline 072 1.2809
Oxoglutaric acid 0.72 1.2615
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Figura 4.1.29 Exactitud predictiva para los diferentes modelos generados VHC
vs HAI

El modelo finalmente seleccionado incluye a 11 metabolitos con valor superior a
1 en el parametro de importancia, siendo el 4cido 2-isopropilmalico y la metil-

adenosina los que tienen mayor importancia. En la Figura 4.1.30 se muestra la
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curva ROC y el AUC, ambas con su intervalo de confianza al 95%. El valor del

AUC es indicativo de una buena capacidad de discriminacion.
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Figura 4.1.30 Curva ROC y AUC del modelo seleccionado Curva ROC y AUC del modelo
seleccionado VHC vs HAI

En la Figura 4.1.31 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificaciébn errénea. Se
muestra también la matriz de confusién (Tabla 4.1.12), donde podemos ver que 4
pacientes del grupo VHC estan mal clasificados.

La exactitud predictiva media estimada por validacion cruzada es 0.767 (Figura

4.1.32)
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Figura 4.1.31 Probabilidades predichas para cada paciente del
modelo VHC vs HAI

Tabla 4.1.12 Matriz de confusion del modelo VHC vs HAI
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Figura 4.1.32 Exactitud predictiva del modelo VHC vs HAI

4.1.5 VHCvs CBP

Después de la normalizacion (datos no presentados) se procede al calculo del
AUC, el p-valor del test t de student y del logaritmo em base 2 (log2FC)
expuestos en la Tabla 4.1.13 . Un valor “FC” positivo indica que la concentracién
en la condicién 1 (VHC) es superior a la concentracién en la condicién 2 (HAI),
mientras que un FC negativo indica que la concentracién en la condicién 1 (VHC)

es inferior a la concentracion en la condicion 2 (HAI).

Tabla 4.1.13 Valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. VHC vs CBP

X AUC Pval FC
Imidazole 0.9802 0.0000 -3.0429
2-Isopropylmalic acid 0.9603 0.0000 -1.4709
Uric acid 0.9524 0.0000 3.8963
L-Tyrosine 0.9206 0.0000 0.7041
2-Aminobenzoic acid 0.9147 0.0000 -1.4883
L-Arginine 0.9127 0.0000 1.1591
S-Methyl-L-cysteine 0.9087 0.0000 0.4324
Leu-lle 0.9048 0.0000 0.3578
1-Methyladenosine 0.8730 0.0010 0.5810
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X

L-Proline

Nicotinic acid
L-Alanine

Citrulline
p-Aminobenzoic acid
Betaine aldehyde
Sarcosine

Niacinamide
L-Threonine

Succinic acid

Serine

Methylmalonic acid
Orotic acid
Argininosuccinic acid
Oxoglutaric acid
Glutathione
Ortho-Hydroxyphenylacetic acid
Creatinine

Cholesterol sulfate
Pantothenic acid
DL-2-Aminooctanoic acid
5-Methyltetrahydrofolic acid
Xanthine
Taurodeoxycholic acid
Trehalose 6-phosphate
Phenylpropiolic acid
Dimethylglycine
Trehalose

Guanine

Uridine 5’-diphosphate
3-Phosphoglyceric acid
Choline

Citraconic acid
L-Glutamine
L-Carnitine

L-Valine
7-bisphosphate

Hypoxanthine

AUC Pval
0.8690 0.0001
0.8651 0.0002
0.8532 0.0012
0.8492 0.0007
0.8492 0.0009
0.8413 0.0006
0.8373 0.0014
0.8294 0.0003
0.8016 0.0208
0.7937 0.0068
0.7917 0.0038
0.7897 0.0085
0.7738 0.0066
0.7698 0.0046
0.7659 0.0291
0.7659 0.0066
0.7619 0.0102
0.7540 0.0239
0.7460 0.0749
0.7381 0.0654
0.7302 0.0573
0.7103 0.0339
0.7103 0.0463
0.7103 0.0460
0.6786 0.0341
0.6746 0.1002
0.6706 0.2443
0.6687 0.4219
0.6667 0.0692
0.6667 0.1317
0.6548 0.1873
0.6508 0.3014
0.6468 0.1390
0.6151 0.3414
0.6111 0.5732
0.5992 0.5151
0.5952 0.1510

0.5774 0.6139
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0.5278
-1.0925
0.8077
0.3871
-1.2266
0.7906
0.7744
-1.9151
0.1440
-0.8217
0.2519
-0.8127
-0.5895
0.2636
-0.6240
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-0.9541
-1.6628
0.0867
0.4066
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X AUC Pval FC

D-Hexose-Phosphate 0.5556 0.4982 -0.8430
3-phosphoshikimic acid 0.5437 0.7180 -0.3316
NADH 0.5357 0.9758 -0.1779
Taurine 0.5238 0.9254 -0.6631
Pyroglutamic acid 0.5198 0.5688 -0.1843
Biotin 0.5040 0.5344 -0.3385
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Figura 4.1.33 Metabolitos ordenados en funcion de su FC. VHC vs CBP

En la Figura 4.1.33 se representan los metabolitos en funcion de su FC. Un FC
positivo (verde) indica que la concentracion en la condicion 1 (VHC) es superior
a la concentracion en la condicion 2 (HAI), y un FC negativo (morado) indicando
mayor concentracion en la condicion 2 (HAI).

Para los cinco metabolitos con mayores AUC, se presenta la curva ROC, el punto
de corte éptimo (punto de color rojo), y el intervalo de confianza bootstrap al 95%
(valor entre paréntesis al lado del valor de concentracién del punto de corte) (ver

Figura 4.1.34).
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Hay 18 metabolitos con buena o excelente capacidad de discriminacién, con 8
metabolitos con una capacidad de discriminacion excelente, entre los que

destacan imidazol y acido 2-isopropimalico.

Tabla 4.1.14 Parametro de importancia, y el ranking de
la frecuencia con la que son seleccionados cada uno de
los metabolitos para el grupo VHC y CBP

Rank.Freqg. Importance

Imidazole 1.00 55924
2-Isopropylmalic acid 0.54 5.2958
Uric acid 0.86 40206
L-Tyrosine 0.74 34889
L-Arginine 0.70 3.6070
2-Aminobenzoic acid 0.54 25980
5-Methyl-L-cysteine 0.45 27025
1-Methyladenosine 0.45 24812
Leu-lle 044 2.3456
Citrulline 0.30 20283

En la Tabla 4.1.14 se presenta la frecuencia de selecciéon (a partir de las 500
muestras de validacibn cruzada) de los metabolitos, y el pardmetro de
importancia (se muestran solo los metabolitos con un valor del parametro de

importancia superior a 1.9).

En la Figura 4.1.35 se presenta esta informacion de manera grafica.
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Figura 4.1.34 Curva ROC VHC vs CBP para los cinco metabolitos mds discriminativos
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Figura 4.1.35 Frecuencia de seleccion y pardmetro de importancia de
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Figura 4.1.36 Curvas ROC para multiples modelos generados

VHC vs CBP
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Figura 4.1.38 Exactitud predictiva para los diferentes modelos generados VHC
vs CBP
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En la Figura 4.1.36 se muestran las curvas ROC para los distintos modelos
generados (desde un modelo que incluye so6lo 1 metabolito, a un modelo que los
incluye a todos). En la Figura 4.1.34 se muestra la curva ROC en color azul para
los cinco metabolitos mas discriminativos donde se puede observar el punto de
corte Optimo (punto rojo), y el intervalo de confianza al 95% para el AUC, siendo
la diagonal de color gris la que indica la ausencia de capacidad de discriminacion.
Al lado derecho de cada curva ROC se presenta el boxplot con la distribucion de
las concentraciones en cada uno de los grupos, la media de la concentracion
(rombo amarillo), y el punto de corte 6ptimo (linea de color rojo).

La capacidad que tienen los diferentes modelos con numero creciente de
metabolitos en cada modelo para predecir correctamente casos verdaderos

positivos y verdaderos negativos esta representada en la Figura 4.1.38.
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Figura 4.1.39 Probabilidades predichas para cada paciente del
modelo VHC vs CBP
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Tabla 4.1.15 Matriz de confusion del modelo VHC
vs CBP

0 1
0 16 -
1 0 17

El modelo finalmente seleccionado incluye a 9 metabolitos con valor superior a
1.9 en el parametro de importancia, siendo el &cido 2-isopropimalico y el
imidazol los que tienen mayor importancia. En la Figura 4.1.37 se muestra la curva
ROC y el AUC, ambas con su intervalo de confianza al 95%. El valor del AUC es
indicativo de una capacidad de discriminacion excelente, y un intervalo de

confianza muy estrecho.

En la Figura 4.1.39 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificaciébn errénea. Se
muestra también, en la Tabla 4.1.15, la matriz de confusion donde podemos ver

que 1 paciente del grupo VHC y 1 paciente del grupo CBP estan mal clasificados.

La exactitud predictiva media estimada en base a 100 muestras de validaciéon

cruzada es 0.915 (ver Figura 4.1.40)
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Figura 4.1.40 Exactitud predictiva del modelo VHC vs CBP

4.1.6 HAI vs CBP

Después de la normalizacién (datos no presentados) se procede al célculo del
AUC, el p-valor del test t de student y del logaritmo em base 2 (log2FC) (Tabla
4.1.16)

Un valor “FC” positivo indica que la concentracién en la condicién 1 (HAI) es
superior a la concentracion en la condicién 2 (CBP), mientras que un FC negativo
indica que la concentracion en la condicién 1 (HAI) es inferior a la concentracién

en la condicién 2 (CBP).

Tabla 4.1.16 Valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. HAI vs CBP

X AUC Pval FC
Imidazole 0.9948 0.0000 -2.9875
Uric acid 0.9531 0.0000 4.0000
L-Arginine 0.9115 0.0000 1.1483
L-Tyrosine 0.8750 0.0005 0.5451
2-Aminobenzoic acid 0.8698 0.0003 -1.3636
Taurodeoxycholic acid 0.8542 0.0006 -1.5177
Glutathione 0.8438 0.0025 -0.6413
S-Methyl-L-cysteine 0.8385 0.0048 0.2860
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X
L-Proline
Serine
Leu-lle

Citrulline

Ortho-Hydroxyphenylacetic acid

Betaine aldehyde
Sarcosine

L-Alanine
p-Aminobenzoic acid
Nicotinic acid
DL-2-Aminooctanoic acid
Niacinamide
Argininosuccinic acid
Trehalose 6-phosphate
Creatinine

2-1sopropylmalic acid

5-Methyltetrahydrofolic acid

Phenylpropiolic acid
Xanthine

Uridine 5’-diphosphate
Pantothenic acid
Guanine

Taurine

L-Glutamine
L-Carnitine

Biotin
D-Hexose-Phosphate
7-bisphosphate
1-Methyladenosine
Trehalose
3-phosphoshikimic acid
Hypoxanthine
Cholesterol sulfate
NADH

Methylmalonic acid
Citraconic acid
Pyroglutamic acid

L-Threonine
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AUC
0.8333
0.8307
0.8125
0.8125
0.7760
0.7708
0.7552
0.7500
0.7500
0.7448
0.7396
0.7240
0.7031
0.6823
0.6615
0.6510
0.6510
0.6458
0.6458
0.6458
0.6354
0.6250
0.6250
0.6146
0.6042
0.5990
0.5938
0.5885
0.5781
0.5781
0.5729
0.5677
0.5677
0.5417
0.5417
0.5417
0.5365
0.5312

Pval
0.0013
0.0021
0.0042
0.0038
0.0195
0.0023
0.0170
0.0142
0.0074
0.0458
0.0193
0.0220
0.0836
0.0960
0.1466
0.0636
0.1806
0.2391
0.3362
0.1310
0.0700
0.2317
0.3360
0.8544
0.3607
0.4670
0.3135
0.1007
0.3041
0.7764
0.6361
0.6856
0.5916
0.5305
0.9691
0.7526
0.6686
0.5477

FC
0.5377
0.3325
0.2798
0.3481
0.3269
0.5643
0.7410
0.7703
-1.1767
-0.8613
-1.4864
-1.6422

0.1761

0.2003
-2.0600
-0.4005

0.0221

0.0418

0.1099

0.0789
-0.7144

0.8043
-1.0223
-0.5480
-0.1246
-0.5256
-0.6338

0.4380

0.1148
-0.8079
-0.2775
-0.3332
-0.3498
-0.3658
-0.2600
-0.1603
-0.1244
-0.6680



X AUC  Pval FC

L-Valine 0.5156 0.8692 -0.1650
Succinic acid 0.5156 0.9607 -0.2607
Dimethylglycine 0.5104 0.7062 0.0416
3-Phosphoglyceric acid 0.5104 0.9908 -0.1689
Orotic acid 0.5104 0.8162 -0.1933
Choline 0.5052 0.6045 0.0436
Oxoglutaric acid 0.5052 0.8093 -0.1122

En la Figura 4.1.41 se representan los metabolitos en funcion de su FC. Un FC
positivo (verde) indica que la concentracion en la condicién 1 (HAI) es superior a
la concentracién en la condicion 2 (CBP), y un FC negativo (morado) indicando
mayor concentracion en la condicién 2 (CBP). Para los cinco metabolitos con
mayores AUC, se presenta en la Tabla 4.1.17 la curva ROC, el punto de corte

optimo (punto de color rojo), y el intervalo de confianza bootstrap al 95% (valor

|alcﬁ1mr*n%fde . : . .
LA ols e dcia \
A

x H¥g%?%hcsphate

ropylmalic acid

=

Basigpsuae
ikimic acid

E’Iﬁgacﬁmc acid

glyceric acid
ic acid

Sslliiarnis g

"'X'q%rt Fﬁ“g.h dro_fclic acid
hgnx%r% E(.cl?é acid
i

e 5'-diphosphate
ladenosine .
S@a@%‘%%ﬂ%;&‘im
a&%-ﬁqﬁrgﬁﬁﬁ@ﬁylaceﬁc acid
%gjﬂ‘%esphate
tdi92'WRiehyde

asine

T T T i T T T ,_
0

3 2 -

Figura 4.1.41 Metabolitos ordenados en funcion de su FC. HAl vs CBP

entre paréntesis al lado del valor de concentracion el punto de corte). A la
derecha de cada AUC se presenta Boxplot con la distribucién de las
concentraciones en cada uno de los grupos, la media de la concentracion (rombo

amarillo), y el punto de corte 6ptimo (linea de color rojo) (Derecha).
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Figura 4.1.42 Curva ROC HAI vs CBP para los cinco metabolitos mds discriminativos
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Hay 12 metabolitos con buena o excelente capacidad de discriminacién, con 3

metabolitos con una capacidad de discriminacion excelente, entre los que

destacan imidazol y acido Urico.

En la Tabla 4.1.17 se presenta la frecuencia de seleccién (a partir de las 500

muestras de validacibn cruzada) de los metabolitos, y el parametro de

importancia (se muestran sélo los metabolitos con un valor del parametro de

importancia superior a 1.9). En la Figura 4.1.43 se presenta esta informacién de

Pagina 4-151 de 337




manera grafica. En la Figura 4.1.42 se muestra la curva ROC en color azul para los
cinco metabolitos mas discriminativos donde se puede observar el punto de corte
optimo (punto rojo), y el intervalo de confianza al 95% para el AUC, siendo la

diagonal de color gris la que indica la ausencia de capacidad de discriminacion.

Tabla 4.1.17 Parametro de importancia, y el ranking de la frecuencia con la que son seleccionados cada uno de los
metabolitos para el grupo HAI vs CBP

Rank.Freg. Importance
Imidazole 1.00 5.5924
2-Isopropylmalic acid 0.54 5.2958
Uric acid 0.86 4.0206
L-Tyrosine 0.74 3.4689
L-Arginine 0.70 3.6070
2-Aminobenzoic acid 0.54 28980
5-Methyl-L-cysteine 0.45 27025
1-Methyladenosine 0.45 245812
Leu-ll= 0.44 2.3456
Citrulline 0.30 20283
<}
S
Imidazole . ([ ]
2-Isopropylmalic aci . ] ]
Uric acid he ..
L-Tyrosine - ..
L-Arginine 3 ] ] High
2-Aminobenzoic acid . [ [ ] I
S-Methyl-L-cysteine ° ] ]
1-Methyladenosine . ([ ]
Leule . (] ]
p-Aminabenzoic acid . [ ] I
Pantothenic acid . ] ] Low
Citrulline ] ]
Betaine aldehyde ..
L-Proline . [
L-Alanine . ([ ]
T T T T T
0.2 04 0.6 08 10

Figura 4.1.43 Frecuencia de seleccion y parametro de importancia de los metabolitos

HAI vs CBP

Selected Frequency (%)
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Figura 4.1.44 Curvas ROC para multiples modelos generados
HAI vs CBP

En la Figura 4.1.44 se muestran las curvas ROC para los distintos modelos
generados (desde un modelo que incluye sélo 1 metabolito, a un modelo que los

incluye a todos).

Predictive accuracies with different features
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Figura 4.1.45 Exactitud predictiva para los diferentes modelos generados HAI vs
CBP
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La capacidad que tienen los diferentes modelos con numero creciente de
metabolitos en cada modelo para predecir correctamente casos verdaderos
positivos y verdaderos negativos esta representada en la Figura 4.1.45. El modelo
finalmente seleccionado incluye a 10 metabolitos con valor superior a 1.9 en el
parametro de importancia, siendo el &cido Urico y el imidazol los que tienen
mayor importancia. En la Figura 4.1.42 se muestra la curva ROC

En la Figura 4.1.46 se muestra la curva ROC y el AUC del modelo seleccionado,
ambas con su intervalo de confianza al 95%. El valor del AUC es indicativo de
una capacidad de discriminacion excelente, y un intervalo de confianza muy

estrecho.

10

0.8

0.6

Area under the curve (AUC) = 0.929
95% Cl: 0.75-1

04

Sensitivity (True positive rate)

0.2

0.0
|

f T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1-Specificity (False positive rate)
Figura 4.1.46 Curva ROC y AUC del modelo seleccionado Curva ROC y AUC del modelo seleccionado HAI vs CBP
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Figura 4.1.47 Probabilidades predichas para cada paciente del modelo
HAI vs CBP

Tabla 4.1.18 Matriz de confusion del modelo HAI vs CBP

0 1
0 16 —
1 ) 17

En la Figura 4.1.47 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificacion errénea. Se
muestra, en la Tabla 4.1.18 la matriz de confusion, donde podemos ver que 1
paciente del grupo CBP estd mal clasificado.

La exactitud predictiva media del modelo, estimada en base a 100 muestras de

validacion cruzada, es 0.927 (ver Figura 4.1.48).

Pagina 4-155 de 337



09 1.0

Predictive Accuracy

0.8

a7

Figura 4.1.48 Exactitud predictiva del modelo VHC vs CBP

4.1.7 Resumen del modelo predictivo

Se presenta un resumen por extenso de los resultados obtenidos por grupos de

comparacion diagndéstica descritos previamente y en la Tabla 4.1.19 se pueden

consultar de forma sucinta estos resultados.

Tabla 4.1.19 Tabla resumen del modelo predictivo entre Control, VHC, HAl y CBP

Modelo Metabolitos Metabolito Curvas ROC-AUC Capacidad
(Condicién en la discriminativa
lvs condicién
Condicion
2)
L-Carnitine 'y
Sarcosine 2
Methylmalonic acid 4
Succinic acid 4
L-Alanine ¥
2-Isopropylmalic % I,
Control vs | acid 3 Buena
VHC p-Aminobenzoic 4 § ;
acid :
Nicotinic acid 4
Orotic acid 4
Argininosuccinic [ 2
acid
S-Methyl-L-cysteine 3
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Control
vs HAI

Sarcosine

1-
Methyladenosine

Creatinine

- @

Cholesterol
sulfate

L-Alanine

7-bisphosphate

L-Carnitine

Buena
(con intervalo
de confianza

amplio)

Control
vs CBP

Imidazole

Uric acid

Glutathione

Leu-lle

Pantothenic acid

L-Arginine

DL-2-
Aminooctanoic

Uridine 5'-
diphosphate

L-Carnitine

1-
Methyladenosine

2-Aminobenzoic
acid

P @ ea | as ana e > @

Betaine aldehyde

L-Tyrosine

Niacinamide

Excelente

VHC vs
HAI

2-1sopropylmalic
acid

1_
Methyladenosine

Creatinine

Cholesterol
sulfate

Methylmalonic
acid

Phenylpropiolic
acid

Succinic acid

Orotic acid

L-Threonine

Choline

Oxoglutaric acid

> DEdn | D @l@Eaa > > | @ @

Buena
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Imidazole
2-Isopropylmalic
acid

Uric acid
L-Tyrosine
L-Arginine
VHC vs | 2-Aminobenzoic

CBP acid

S-Methyl-L-
cysteine

1_
Methyladenosine
Leu-lle

Excelente

oo

Imidazole

Uric acid
L-Arginine
L-Tyrosine
2-Aminobenzoic
acid
Taurodeoxycholic
acid

Glutathione
Betaine aldehyde

HAI vs

CBP Excelente

DL-2-
Aminooctanoic
acid
S-Methyl-L-
cysteine

D e B aaad a a & 5 aEaa DD

4.2 Correlacion diferencial media, red de
correlaciones perturbadas y “links”

4.21 Control vs VHC

La red de correlaciones perturbadas entre el grupo control y el grupo de VHC se
muestra en la Figura 4.2.16 A. De los 53 metabolitos analizados, 45 tenian por lo
menos una correlacion que estaba significativamente perturbada en pacientes
con VHC. Los metabolitos que presentan mayor nimero de correlaciones
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perturbadas son el acido fenilpropidlico, metilcisteina, a-ketoglutarato, acido
metilmalénico y el &cido 2-isopropilmélico. Los metabolitos con mayores
correlaciones diferenciales medias son la prolina, citrulina, &cido 2-
isopropilmalico y &cido metilmalénico.

En esta red se identifica un modulo significativo formado por dos hubs (hodo o
metabolito con mayor nimero de links) que son el acido isopropilmalico y el &cido
metilmaldnico. La designacion de los metabolitos que constituyen este médulo y

que se relacionan con estos dos hubs estan representadas en la Tabla 4.2.1. Para

Tabla 4.2.1 Metabolitos del mddulo de correlaciones perturbadas Control vs VHC

Emodules

$modules$cl_2

[1] "succinate” "carnitine” “methylcysteine” "methylmalonic_acid”

[5] "hydroxyphenylacetic_acid” “orotate” “serine” “taurine"

[9] "citraconic_acid™ "nicotinate” "citrulline” "creatinine”

[13] "pyreglutamic_acid™ “guanine” “trehalose_6&_phosphate” “x2_isopropylmalic_acid”
[17] "hexose_phosphate™ "biotin™ “trehalose_sucrose”

$module.table
module.id module.size module.parent module.hub module.scale module.pvalue
cl 2 cl_2 19 cl_1 methylmalonic_acid(1@),x2_isopropylmalic_acid(9) 51 @

los metabolitos que constituyen el tinico médulo identificado en la red, el analisis
de vias metabdlicas sefiala que lo mas probable es que haya una perturbacion

en el metabolismo de los carbohidratos habiéndose identificado dos metabolitos

en la via del metabolismo del almidon y sucrosa (Figura 4.2.1).
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Tahble 2: Result from Pathway Analysis
Total Expected Hits Haw p -logll{p) Holm adjust FDR Impact

Starch and sucrose metabolism 15 0.22 2 14 E-02 LY TE400 LODE+00 LODE4+00 | 0.07
Taurine and hypotaurine metabolism B 0.10 1 - [0 L.OOE400 L.OOE<400 0.43
Phenylalanine metabolism 10 0.12 1 L.OOE400 L.OOE<400 0.00
Biotin metabolism 10 0.12 1 LOOE+400 L.OOE<00 0.20
Arginine biosynthesis 14 017 1 L.OOE400 L.O0OE+00 0.23
Butanoate metabolism 15 0.18 1 1.OODE 400 1.00E400 0.00
Nicotinate and nicotinamide metabolism 15 0.18 1 LODE400 LODE400 | 0.00
Citrate e (TCA cycle) 20 0.25 1 LODE400 1.ODE<400 0.03
Propan ilismm 23 0.28 1 LOOE+400 1.ODE400 | 0.00
Galactose metabolism v 0.33 1 LOOE+400 L.O0E<+00 0.04
Alanine, aspartate  and  glutamate 28 0.34 1 LOOE+400 1L.ODE400 | 0.00
matabolism

Glutathione metabolism 28 0.34 1 2.4 E-01 5.31E-01 L.OODE400 L.OOE<400 0.01
Amino sugar and nucleotide sugar ar 0.45 1 3. T0E-01 4.32E-01 L.OOE400 L.OOE400 0.00
metabolism

Pyrimidine metabolism 39 0.48 1 3.86E-01 4.14E-01 LOOE+400 L.OOE400 0.05
Valine, leucine and isoleucine degrada- 40 0.49 1 3.93E-01 4.05E-01 LOOE+400 L.OOE400 0.02
tion

Primary bile acid biosynthesis 46 0.56 1| 4.38E-01 3.59E-01 LODE 400 LOOE400 0.01
Purine metabolism 65 .80 1 5.50E-01 2.53E-01 1L.OOE 400 1.00E~+00 0.01

Figura 4.2.1 Andlisis de vias metabdlicas Control vs VHC.

4.2.2 Control vs HAI

La red de correlaciones perturbadas entre el grupo control y el grupo de HAI se
muestra en la Figura 4.2.16 B. De los 53 metabolitos analizados, 51 tenian por lo
menos una correlaciéon que estaba significativamente perturbada en pacientes
con HAI Los metabolitos que presentan mayor numero de correlaciones
perturbadas son el acido fenilpropiolico y la metilcisteina. Los metabolitos con
mayores correlaciones diferenciales medias son la colina, dimetilglicina,

antranilato y p-aminobenzoato.
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En esta red se identifican tres modulos significativos formados que tienen por
hubs la tirosina (mddulos 1y 2), el acido citracénico y el &cido 2-isopropilmalico.
La designacion de los metabolitos que constituyen este médulo y que se
relacionan con estos tres hubs estan representados en la Tabla 4.2.2.

Para los metabolitos que constituyen los dos primeros modulos cuyo
componente constituye el principal hub em ambos modulos es la tirosina, el
andlisis de vias metabdlicas apunta para un predominio del metabolismo de los
aminoacidos, muy probablemente la via de la biosintesis de fenilalanina, tirosina

y triptofano. (Figura 4.2.2; Figura 4.2.3)

Tabla 4.2.2 Metabolitos que constituyen los mddulos Control vs HAI.

PMOAULESDHCS 3

[1] "leucine_isoleucine" "alanine" "tyrosine” "t aurine”

[5] "citraconic_acid” "imidazole" "nicotinate" "x2_isopropylmalic_acid"
[9] "cholesteryl sulfate"

$modules$c3_4
[1] "leucine_isoleucine” "tyrosine" "imidazole" "nicotinate" "cholesteryl_sulfate"

$modules$c3_5
[1] "alanine" "taurine" "citraconic_acid” "x2_isopropylmalic_acid"

$module.table

module.id module.size module.parent module.hub module.scale module.pvalue
c3_3 c3_3 9 c3_1 tyrosine(5) S1 2]
c3_4 c3_4 5 c3_3 tyrosine(4) s1 2]
c3_5 c3_5 4 c3_3 citraconic_acid(3),x2_isopropylmalic_acid(3) S1 <]
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expected | Hits | Raw p “Togl0(p) Holm adjust | FDR Tmpact
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan | 4 0.02 T 2.05E-02 || 1.69E+00  L.OOE+00 8 H0E-01 050
bicsynthesis
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 48 0.25 2 2.33E-02 1L.63E+400  LOOE+00 8.50E-01 0.00
Taurine and hypotaurine metabolism 8 0.04 1 4.06E-02 1.39E+00  1.00E+00 8.50E-01 0.43
Ubiguinone and other terpencid-quinone | 9 0.05 1 4.56E-02 1.34E+00 LOOE+00 8.50E-01 0.00
biosynthesis
Phenylalanine metabolism 10 0.06 1 5.06E-02 1.30E+00 1.00E+00 8.60E-01 0.00
Nicotinate and nicotinamide metabolism | 15 0.08 1 7.650E-02 1.12E400  1LO0E+00 1.00E+00 | 0.00
Selenocompound metabolism 20 0.10 1 9.89E-02 1.0OE+00  1,00E+00 1.LOOE+00 | 0.00
Alanine, aspartate and glutamate | 28 0.14 1 1.36E-01 8.66E-01 1.OOE+00 1L.OOE+00 | 0.00
metabolism
Tyrosine metabolism a2 0.22 1 1.98E-01 7.04E-01 LOOE+00 1.OOE+00 | 0.14
Primary bile acid biosynthesis 46 0.24 1 2.15E-01 6.68E-01 L.OOE+00 1L.OOE+00 | 0.01
Steroid hormone biosynthesis 85 0.44 1 3.64E-01 4.39E-01 1.00E-+00 1L.OOE+00 | 0.00

Figura 4.2.2 Andlisis de vias metabdlicas Control vs HAI. Primer mddulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expected | Hits | Raw p Togl0(p) Holm adjust | FDR Tmpact
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan 1 0.01 I TOJE- 02 LOOES00  B6SE-OT 7. 16E-01 050
biosynthesis
Ubiquinone and other terpencid-quinone 9 0.02 1 2 30E-02 LEG4E+00 LOOE+00 7.16E-01 0.00
hesis
anine metabolism 10 0.03 1 2.56E-02 LS9E400 LOOE+00 TA6E-01 0.00
Ainamide metabolism 15 0.04 1 3.82E-02 1LOOE+00 8.02E-01 0.00
2 0.1 1 1LOME-01 LOOE+00 LOOE400 | 0.14
" 0.12 1 LISE-01 LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
84 0.22 1 2.02E-01 6.94E-01 1L.O0E+00 LOOE400 | 0.00

Figura 4.2.3 Andlisis de vias metabdlicas Control vs HAI. Segundo mddulo

En el caso del tercer modulo identificado, una perturbacion el metabolismos de
los aminoacidos parece lo mas probable, con mayor impacto en la via del

metabolismo de la taurina e hipotaurina (Figura 4.2.4).
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Table 2: Result from Pathway Analysis
1o Expected | Hits | Raw p || -logl0(p Holm adjust | FDR Tmpact
Taurine and hypotaurine metabolism ] 002 1 PR 2213 TOOR+00  LOOE+00 TOOE+00 | 043
! compound metabolism 20 0.05 | 507E-02 1L.30E400 1LOOE 400 1LOOE+00 | 0.00
Al t ! amat ( 1 7.ME-2 LISE4+00 1LOOE 400 1LOOE400 | 0.
e
Pri ile acid blosynthesis 6 0.12 1 LUE-0L f| 9.44E-0) 1LOOE+00 LOOE+00 | 0.01
Aminoacyl-t RNA biosynthesis 1) 0.12 1 1LISE-01 || 9.27E-01 1.OOE+00 LOOE+00 | 0.00

Figura 4.2.4 Andlisis de vias metabdlicas Control vs HAI. Tercer médulo

4.2.3 Control vs CBP

La red de correlaciones perturbadas entre el grupo control y el grupo de CBP se
presentan en la Figura 4.2.16 C. De los 53 metabolitos analizados, 49 tenian por lo
menos una correlacion que estaba significativamente perturbada en pacientes
con CBP. Los metabolitos que presentan mayor numero de correlaciones
perturbadas son el acido fenipropidlico, metilcisteina y acido metilmal6nico. Los
metabolitos con mayores correlaciones diferenciales medias son la serina,
glutamina, y 3-fosfoglicerato.

En esta red de correlaciones perturbadas se establecen 6 médulos significativos,
cuyos hubs son los siguientes: (1) acido fenilpropidlico, (2) succinato y acido
metilmaldnico, (3) nicotinamida y betaina aldehido, (4) acido fenipropidlico, a-

cetoglutarato, y glutatation negativo, (5) treonina, (6) shikimato-3-fosfato.
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Estos resultados revelan que algunos de los metabolitos, con correlaciones

diferenciales medias elevadas o elevado numero de links, son compartidos por

el grupo control-VHC y control-CBP.

La designacion de los metabolitos que constituyen estos seis mddulos y que se

relacionan con sus correspondientes hubs se presentan en la Tabla 4.2.3

Para los metabolitos que constituyen el primer médulo del andlisis de redes

perturbadas entre el grupo control y el grupo de CBP, el andlisis de vias

metabdlicas sugiere que la via metabdlica que mas probablemente estara

perturbada es la via de la biosintesis de arginina de la que hacen parte cinco de

los metabolitos que constituyen este médulo que tiene como hub el &cido

fenilpropiolico (Figura

Tabla 4.2.3 Metabolitos que constituyen los médulos Control vs CBP

[1] "a_ketoglutarate" "sering” "pyroglutamic_acid" "shikimate_3_phosphate” "glutamine™

[6] "sarcosine" "1_arginino_succinate" “pantothenate™ "valine" "phenylpropiolic_acid"
11] "threonine” "citrulline” "cholesteryl_sulfate” "p_aminobenzoate” "xanthine”
¥l i
[16] "leucine isoleucine” "udp_neg" "anthranilate” "nadh™ "x3_phosphoglycerate”
21] "trehalose_6_phaosphate” "taurodeoxycholic_scid" "gluthatione_neg" "arginine"
_5_p ¥ _ g _neg B

fmodules$cl_4

1] "succinate” "methylcysteine” "methylmalonic_acid” "x5_methyl thf"
¥ ¥ ¥ - - ¥+
5] "creatinine” "proline" "orotate” "carnitine”
p
9] "tyrosine" "guanine"” "citraconic_acid" "taurine"
¥ B! =
[13] "dimethylglycine™ “choline" "hydroxyphenylacetic_acid” "hexose_phosphate™
17] "trehalose_sucrose” "x2_isopropylmalic_acid" “biotin" "hypoxanthine”
_: = Py . | ¥P

fmodulesscl_5
[1] "betaine_aldehyde™ "imidazole” “alanine” "nicotinate™ "uric_acid"”

fmodulesicl &

[1] "a_ketoglutarate" "pyroglutamic_acid" "glutamine" "sarcosine" "1_arginino_succinate"
[6] "pantothenate™ "waline" "phenylpropiolic_acid” “p_aminobenzoate” "anthranilate”
[11] "nadh” "x3_phosphoglycerate™  "taurodeoxycholic_acid” "gluthatione_neg”

$modules$cl_7
[1] "serine™ “"threonine”™ "citrulline” "arginine”

fmodulesicl 8
[1] "shikimate_3_phosphate™ "cholesteryl sulfate”  “"xanthine" "leucine_isoleucine” "udp_neg"
[6] "trehalose_s_phosphate™

$module.table
module.id module.size module.parent module.hub module.scale
cl 3 cl 3 24 cl 1 phenylpropiolic acid(8) s3
cl_4 cl 4 L] cl 2 succinate(8),methylmalonic_acid(8) s1
cl 5 cl 5 5 cl 2 betaine_aldehyde(3),nicotinate(3) S1
cl 6 cl_& 14 cl_3 a_ketoglutarate(7),phenylpropiclic_acid(7),gluthatione_neg(g) s2
cl 7 cl 7 4 cl 3 threonine(3) s2
cl_8 cl 8 [ cl 3 shikimate 3_phosphate(4) s2
module.pvalue
c1_3 a.ep
cl 4 a.e0
€15 a.81
c1 6 0.08
€1 7 a.ep
cl 8 a.e1
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El segundo mdédulo del andlisis de redes de correlaciones perturbadas entre el
grupo control y el grupo de CBP presenta un conjunto de metabolitos que en el
andlisis de vias metabdlicas revela que con mayor probabilidad estaran
perturbadas la via del metabolismo de fenilalanina y la via del metabolismo del
almidon y sucrosa, cada una de estas vias conteniendo dos metabolitos del

modulo (Figura 4.2.6)
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Pathway Impact
Table 2: Result from Pathway Analysis
Total Foxpcted Hits T Raw p “Togl0( p Holm adjust FDR Tinpact
e Dlosynt hesis iE] 0.20 o G.O6E-01 6ASES00 5. 50E-05 5.50E-056 )42
and D-glutamate 6 0.09 2 2.TE- (S 2.55E+400 2.31E-01 LOTE-01 0.00
-tRNA biosynthesis 5 0.68 3 1.93E-03 41E400 3.22E-01 00
e and isoleucine biosynthe- 8 0.11 2 5.12E-03 E+00 4 14E-01 ).00
umate | 28 0.40 3 6. A6E-03 1WE4+00  5.1TE-01 0k 3.1
19 ).2 2 E LOOE+00
23 0.40 2 24E+ LOOE+00
metabolism | 33 0.47 2 o LOOE+00
6 0.09 1 8.2 2 SE 1.00E+00
39 0.55 2 LOME-01 ).83E-01 1L.OOE400
15 0.21 1 1.ME-01 13E-01 LOOE+00
65 0.92 2 2.35E-01 6.29E-01 LOOE+00
20 0.28 1 2,50E-01 02E-01 1LOOE+00
diearboxylate 32 0.45 1 3. TOE-01 4.32E-01 1LOOE+00
a8 0.54 1 4.23E-01 3.7T4E-01 LOOE 400
0 0.57 1 {A0E-01 3.5TE-01 1LOOE 400
i ).58 1 4 ARE-01 3.49E-01 LOOE+00 00,
55 21 1 T 13E-01 1.47E-01 1L.OOE+00 1LOOE400 | 0.00

Figura 4.2.5 Andlisis de vias metabdlicas Control vs CBP. Primer mddulo

El resultado del analisis de las vias metabdlicas de los seis modulos nos informa
que el metabolismo de los aminoacidos, el metabolismo energético y el de los
nucleotidos estaran perturbados de forma preferencial cuando comparamos el

grupo control con el grupo de CBP. En tres moédulos, la probabilidad es mayor

Pagina 4-166 de 337



para la via del metabolismo de la biosintesis de arginina (metabolismo de
aminoacidos) (ver Figura 4.2.5; Figura 4.2.9; Figura 4.2.8) , mientras que los otros
maodulos privilegian el metabolismo de la pirimidina (metabolismo de nucle6tidos)
(ver Figura 4.2.10) , el metabolismo del nicotinato y nicotinamida (metabolismo de
cofactores y vitaminas) (ver Figura 4.2.7) y el metabolismo de la fenilalanina

(metabolismo de aminoacidos) (ver Figura 4.2.6).

20

15

log10{m)
o

r T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 05

Paihwav Impact

Table 2: Result from Pathway Analysis

Total | Expecied | Wits | Raw p Togl0(p)  Wolm adjust | FDR Tmpact
Phenylalanine metabollsm 10 (IS K} 2 3 -03 ZITE+00 Go2E-01 6IE-0T 0.00
Starch and sucrose metabolism 15 0.23 2 LOOE+00 8.98E-01 0.07
Pheaylalanine, tyrosine and tryptophan 1 0.06 1 LOOE+00 LOOE+00 0.50
biosynthesis
sorine and threonine metabolism 53 0.43 2 6.68E-02 LISE+00 LOOE 400 LOOE+00 0.07
v and hypotaurine metabolism L 0.10 1 1.89E-02 LOOE4-00 LOOE 400 1L.OOE400 | 0.43
Ubiquinone and other terpencid-quinone 9 0.12 ! L1IE-01 9.56E-01 1LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
biosy it hesis
One carbon pool by folate 9 0.12 1 1L.OOE 400 1LOOE400 | 0.00
10 0.13 1 LOOE+00 LOOE+00 | 0.20
4 s ) 0.62 2 LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
Butanoate metabolism 15 0.19 1 LOOE 400 LOOE+00 | 0.00
Puri tabolism 65 0.54 2 LOOE 400 LOOE+00 | 0.03
le (TCA cycle) 20 0.26 1 LOOE 400 1.00E 400 0.03
lis 23 0.30 ! LOOE400 1LOOE400 0.00
b1 0.35 1 1L.OOE 400 1L.OOE+00 0.04
and  glutamate 25 0.36 1 J0TE-01 5.13E-01 1L.OOE 400 1L.OOE 400 0.00
wpholipid motabolism 36 0.46 1 JTTE-0 1.24E-01 LOOE+00 LOOE+00 | 0.03
sugar and nucleotide sugar kg 0.4 1 JE5E-01 1. 1E-01 LOOE 400 LOOE+00 0.00
wtabolism
Arginine and proline metabolism = 0.49 i 193E-01 1.05E-01 LOOE+00 LOOE+00 | 0.08
Pyrimidine metabolivm Ol 0.50 1 LO1E-01 3 97E-01 LOOE 400 LOOE400 | 0,05
Valine, lewcine and soleucine degrada- 0 0.52 1 L OOE-01 3 88E-01 1L.OOE 400 LOOE400 | 002
thon
Tyrosine metabolism 12 0.54 1 §.25E-01 3.72E-01 LOOE +00 LOOE400 | 0.14
Primary bile acid blosynthesis 16 0.59 1 4. 55E-01 3 A2E-01 1L.OOE +00 1L.OOE4+00 | 0.01

Figura 4.2.6 Andlisis de vias metabdlicas Control vs CBP. Segundo mddulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expected | Hits Raw p ~loglO{p’ m adjust TDR Ep.rt
TNicotinate and mcotinamide metabolsm | 15 005 T TTSEGZ || T32E+00  TOOE+00 | TOOE+00 | 000
Selenocompound metabolism 20 0.06 1 6.30E-02 || 1.20E400 1LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
Alanine, aspartate and  glutamate | 28 0.00 1 B72E-02 || LOGE+00  1LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
metabolism
Glyeine, serine and threonine metabolism | 33 011 1 LO2E-01 |[ 9.91E-01  1.0OE+00 LOOE+00 | 0.03
Aminonscyl-tRNA biosynthesis 48 0.15 1 LAGE-01 || 8.36E-01  1.00E+00 LOOE+00 | 0.00
Purine metabolism 65 0.21 1 LOSE-01 || 7.04E-01  LOOE+00 LOOE+00 | 0.00

Figura 4.2.7 Andlisis de vias metabdlicas Control vs CBP. Tercer médulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis

Total | Expected | e | Raw WW Trpact
TArgnine Blosynthesis ™ T2 3 THOE-0 || 73 g THEDZ [ 012
D-Glutamine and D-glutamate | 6 0.05 2 9.56E-04 || 3.02E4+00 T.ME-02 3.75E-02 0.00
metabolism
Alanine, aspartate and glutamate | 25 0.23 3 L3E-03 287E+00 1.10E-01 3.75E-02 0.18
meotabolism
¥ and CoA 19 0.16 2 1.O3E-02 LO9E400  8.30E-01 2.15E-01 0.01
Glutathione metabolism ] 0.23 2 217TE-02 || 1.66E400 1.00E+00 3.65E-01 0.26
Nitrogen metabolism 6 0.05 1 404E-02 || 1.31E400 1LOOE+00 6.86E-01 0.00
Aminoscy-tRNA biosynthesis 48 0.40 2 6.80E-02 || 1.23E400  LOOE+00 6.86E-01 0.00
Valine, leucine and isoleucine biosynthe- | 8 0.07 1 6.53E-02 || 1.19E4+00 LOOE+00 6.86E-01 0.00
ain
Butanoate metabolism 15 013 1 LI19E-01 || 9.24E-01 LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
Citrate cycle (TCA cycleo) 20 017 1 1L56E-01 || 8.07E-01 LOOE+00 1LOOE400 | 0.06
Glyoxylato and dicarboxylate | 32 0.27 1 238E-01 || 6.23E-01 1.OOE 400 1LOOE400 | 0.00
motabolism
Glyeine, serine and threonine motabolism | %3 0.28 1 2A5E-01 6.11E-01 1LOOE +00 LOOE+400 | 0.00
Pyrimidine metabolism 30 0.33 1 283E-01 || 548E-01 1.00E+00 1LOOE+400 | 0.00
Valine, leucine and isoleucine degrada- | 40 0.34 1 280E-01 || 5.39E-01 LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
tion
Tryptophan metabolism 41 0.34 1 2.95E-01 || 5.30E-01 LOOE+00 LOOE400 | 0.00
Purine metabolism 65 0.55 1 4.28E-01 J.68E-01 1.00E+00 LOOE+00 | 0.00

Figura 4.2.8 Andlisis de vias metabdlicas Control vs CBP. Cuarto mddulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
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f T T T 1
0.00 0.05 0.0 0.15 0.20 0.25
Impact

Total | Expected | Hits | Haw p Togl0(p) __ Holm adjust | FDR Tmpact
Krginine Blosynthesis ™ T0T 7 1 MTET00 S TSE02 | S.TSE0Z | an—
Aminoacyl-tRNA biosynthesis L] 0.12 2 5.A2E-03 227TE4+00 4.50E-01 2.28E-01 0.00
Valine, leucine and isoleucine biosynthe- | 8 0.02 1 205E-02 || 1.69E4+00  1.00E+00 5.74E-01 | 0.00
nis
Glycine, serine and threonine metabolism 33 0.00 1 8.26E-02 1LOSE+00 1L.OOE+00 1LOOE+00 0.00
»\rlmlno wnd proline metabolism 38 0.10 1 9. 46E-02 1.02E 400 1.00E+00 1.00E 400 0.06
Figura 4.2.9 Andlisis de vias metabdlicas Control vs CBP. Quinto mddulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expected | Hits | Raw p Togl0(p)  Holm adjust | FOR Taipact
Pyrimidine motabolinm ki) 0.13 T 2 22E-01 LOOES 00 TOESO0 | 0.04
Purine metabolism 65 0.21 1 1L93E-01 7.M4E-01 LOOE 400 LOOE+00 | 0.01
Sterod bormone biosynthesis 8BS 0.27 1 246E-01 6.09E-01 1L.OOE+00 LOOE+00 | 0.00

Figura 4.2.10 Andlisis de vias metabdlicas Control vs CBP. Sexto mddulo
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4.2.4 VHC vs HAI

La red de correlaciones perturbadas entre el grupo de VHC y el grupo de HAI se
presentan en la Figura 4.2.16 D. De los 53 metabolitos analizados, 40 tenian por lo
menos una correlacion que estaba significativamente perturbada. Los
metabolitos que presentan mayor numero de correlaciones perturbadas son |-
argininosuccinato y guanina. Los metabolitos con mayores correlaciones
diferenciales medias son colina, dimetilglicina, succinato, y &cido metilmalonico.
En esta red de correlaciones perturbadas se establecen 4 médulos significativos,
que tienen como hubs: (1) &cido hidroxifeniliacético y p-aminobenzoato, (2)
alanina, arginina, y sarcosina, (3) leucina-isoleucina y tirosina, (4) I-

argininouccinato. La designacion de los metabolitos que constituyen estos

Tabla 4.2.4 Metabolitos que constituyen los médulos VHC vs HAI.

$modules

$modulesse3 2

[1] "anthranilats" "imidazole" "citraconic_acid" "p_aminobenzoate"
[5] "creatinine" "hydroxyphenylacetic_acid" “threonine”

$modulesse3 4
[1] "alanine" "argining" “proling" "sarcosing” "pyroglutanic_acid
[7] "nadh"

pantothenste"

$moduleste3 5

1] "leucine isoleucine” "valine" "tyrosing” "orotate” "udp neg"
_ Y p_neg

[6] "nicotinate"

$moduleste3 6

[1] "L arginino_succinate" "guaning" "betaine aldehyde"  “gluthatione neg" "x5_methyl_thf"
[6] "hypoxanthine"

$module. table

madule.id module.size module.parent module.hub module.scale module.pvalue
a1 al 7 a1 () % 0,00
34 a4 7 £3 3 elanine(4),arginine(4), sarcosing(4) 51 0.60
a5 a5 6 033 () 3 8.01
36 a6 g 033 1 arginino_succinate(s) 51 0.60
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cuatro modulos y que se relacionan con sus correspondientes hubs estan

representados en la Tabla 4.2.4

og1ofp)

Table 2: Result from Pathway Analysis

Total | Expected | Hits | Raw p Togl0{p) _ Holm adjust | FDR Tmpact
Valine, Teucine and molendine biosynthe- | & X} T I56E02 || TA5E+00  LOOEF00 | T.OOEF00 | 000
s
Phenylalanine metabolism 10 0.05 1 4. ME-02 1.35E+00 LOOE+00 1.O0E+00 | 0.00
Glycine, serine and threonine metabolism 3 0.15 1 1.40E-01 8.54E-01 LOOE+00 1.00E+00 0.00
Tryptophan metabolism 41 0.19 1 L7TIE01 || T66E-01  1.00E+00 1.O0E+00 | 0.00
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 48 0.22 1 1.98E-01 || 7.03E-01 _ 1.00E+00 1.00E+00 | 0.00
Figura 4.2.11 Andlisis de vias metabdlicas VHC vs HAI. Primer médulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expocted | Hits | Raw p “Togl0lp) _ Holm adjust | FDR Tm pact

AmInoacy LN A iosynt hesis Ei 0.22 3 BOBE-04 || 3.05E+ 5 7
Arginine and proline metabolism 38 017 2 LI4E-02 || 1L.94E400 9.44E-01 4TSE-01 | 0.14
Arginine biosynthesis pes 0.06 1 6.1TE-02 1L.21E400 1LOOE+00 1LOOE+00 | 0.08
Pantothenate and CoA biosynthesis 19 0.09 1 8. 20E-02 LOSE+00 LOOE+00 1.OOE+00 ool
Selenocompound metabolism 20 0.09 1 STIE-02 || 1.06E+00 1.00E+00 1.00E+00 | 0.00
Alanine, aspartate and  glutamate | 28 0.13 1 120E-01 || 9.21E-01  1.00E+00 1L.OOE+00 | 0.00
metabolism
Glutathione metabolism 238 013 1 1.20E-01 9.21E-01 1.00E+00 1.OOE400 | 0.01
Glycine, serine and threonine metabolism 33 0.15 1 1 40E-01 8.54E-01 1.00E+00 1.00E400 | 0.09

Figura 4.2.12 Andlisis de vias metabdlicas VHC vs HAI. Segundo mddulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expected | Mits | Raw p “Togit(p)  Holm adjust | FDR Timpact
TPyimidine metabolism £ (K 2 1 - x "mmm——mF
Aminoscyl-tRNA biosynthesis 48 0.15 2 8.85E-03 || 2.06E+00  7.35E-01 3.60E-01 | 0.00
Phenylalanine, tyrosine and tryptoph 1 0.01 1 1.209E-02 || LSOE400  LOODE+00 3.60E-01 | 0.50
biosynthesis
Valine, leucine and isoleucine biosynthe- | 8 0.03 1 2.56E-02 || 1L59E+00  LOOE+00 1.46E-01 | 0.00
sis
Ubiquinone and other terpencid-quinone | 9 0.03 1 2.8TE-02 1L54E400  1L.OOE+400 446E-01 0.00
biosynthesis
Phenylalanine metabolism 10 0.03 1 3.19E-02 || 1L50E400  1.OOE+400 4.46E-01 | 0.00
Nicotinate and nicotinamid boli 15 0.05 1 AT5E-02 || L32E400  LOOE+00 5.70E-01 | 0.00
P and CoA biosynthesi 19 0.06 1 5.90E-02 || 1.22E+00  LOOE+00 6.20E-01 | 0.00
Valine, leucine and isoleucine dogr 40 0.13 1 1.23E-01 || 9.11E-01  LOOE+00 LOOE+00 | 0.00
tion
Tyrosine metabolism 42 0.14 1 1.28E-01 S.O91E-01 1.OOE+00 1.00E+00 | 0.14
Figura 4.2.13 Andlisis de vias metabdlicas VHC vs HAI. Tercer médulo
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Table 2: Result from Pathway Analysis
Total | Expected | Hits | Raw “Tog10(] Tolm adjust | FDR Tm
Purine metabolism [ ng 2 233E-02 || 1.63E o+ [ 1T.00E+00 | 0.03
One carbon pool by folate u 0.03 1 JA4E-02 || 146E400  1.00E+00 1.00E+00 | 0.00
Arginine biosynthesis " 0.05 1 531E-02 || 1.28E400  1OOE+00 LOOE+00 | 0.2
Alanine, aspartate and glutamate | 28 011 1 1LOME-01 9.84E-01 LOOE+00 1LOOE+00 | 0.02
metabolism
Glutathione metabolism 28 0.11 1 LOAE-01 || 9.84E-01  1.0OE+00 1L.OOE+00 | 0.26
Glycine, serine and threonine metabolism | 33 0.13 1 1.21E-01 || 9.16E-01 _ 1.00E+00 1L.O0E+00 | 0.03

Figura 4.2.14 Andlisis de vias metabdlicas VHC vs HAI. Cuarto modulo
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Las vias metabdlicas identificadas en el andlisis de vias metabolicas de los
metabolitos que constituyen los modulos de nuestra red de correlaciones
perturbadas entre el grupo de VHC y HAI son la via del metabolismo de
aminoacidos (biosintesis de fenilalanina, tirosina y triptofano - ver Figura 4.2.13), el
metabolismos de la arginina y prolina — ver Figura 4.2.12 y biosintesis de arginina
— Ver Figura 4.2.14) y el metabolismo de nucle6tidos (metabolismo de purinas— ver
Figura 4.2.14). El primer mddulo no presenta ninguna via metabdlica con impacto

para considerar con seguridad que estara perturbada.

4.2.5 VHC vs CBP

La red de correlaciones perturbadas entre el grupo de VHC y el grupo de CBP
se presentan en la Figura 4.2.16 E. De los 53 metabolitos analizados, 23 tenian por
lo menos una correlacion que estaba significativamente perturbada. Los
metabolitos que presentan mayor numero de correlaciones perturbadas son el
taurodeoxycholic_acid es el que mayor nimero presenta, si bien sélo tiene 3
links. Los metabolitos con mayores correlaciones diferenciales medias son
hexose_phosphate y trehalose_sucrose.

En esta red de correlaciones perturbadas no se establece ningin maodulo

significativo.
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4.2.6 HAl vs CBP

La red de correlaciones perturbadas entre el grupo de HAI y el grupo de CBP se
presentan en la Figura 4.2.16 F. De los 53 metabolitos analizados, 44 tenian por lo
menos una correlacion que estaba significativamente perturbada. Los
metabolitos que presentan mayor numero de correlaciones perturbadas son la
prolina, betaine aldehido y alanina. Los metabolitos con mayores correlaciones
diferenciales medias son succinate, methylmalonic_acid, choline, vy
dimethylglycine.

En esta red de correlaciones perturbadas se establecen 1 médulo significativo,

que tienen como hubs a la guanina.

2.0
o

-log10{p)

f T T T 1
0.00 0.05 0,10 0.15 0.20
Patiway Impact

Table 2: Result from Pathway Analysis

Total Expocted Hits

5
»
1
1
1

Figura 4.2.15 Andlisis de vias metabdlicas HAI vs CBP. Mddulo identificado

El analisis de vias metabdlicas sefiala la via del metabolismo de nucle6tidos

(metabolismo de las purinas) como la que mas probablemente estara
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perturbada, seguida del metabolismo de aminoacidos (metabolismo de la glicina,

serina y treonina).
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hydroxyphesflacene_sonl /
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Figura 4.2.16 Red de correlaciones perturbadas. A mayor didmetro del nodo, mayor grado (nimero de
links) tiene ese nodo. El color representa la diferencia absoluta media en la correlacion de cada nodo y
va desde el gris (menor) al rojo (mayor). El color de las lineas (links) representa ganancia de correlacion
entre la condicion 1y la 2 si son rojas y pérdida de la correlacion si son grises. A- Control vs VHC; B-
Control vs HAI; C- Control vs CBP; D- VHC vs HAI; E-VHC vs CBP; F- HAI vs CBP.
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4.3 Capacidad discriminativa de las variables
morfologicas

4.3.1 Control vs VHC

En la Tabla 4.3.1 se muestran los frecuencias y porcentajes relativos para las
variables categoricas, asi como la media y su desviacion estandar (variables
continuas normales) o la mediana y el rango intercuartilico (variables continuas
no normales). Se incluye el odds ratio y su p-valor, asi como el p-valor del test
de asociacion correspondiente (x2, t-test, U-test). Valores del OR superiores a 1
favorecerian al grupo 2, VHC (incrementarian el “riesgo” de estar en el grupo
VHC), e inferiores a 1 favorecerian al grupo 1 (reducirian el “riesgo” de estar en
el grupo VHC). Se encuentran las siguientes asociaciones significativas:
n_espacios_porta_ep: por cada unidad de incremento de esta variable, se
incrementa en un factor de 1.13 (incremento del riesgo del 13%) el riesgo de
estar en la categoria VHC.

n_espacios_porta_completos_ep: por cada unidad de incremento de la
variable, se incrementa el riesgo de estar en la categoria VHC en un factor de
1.21 (incremento del riesgo del 21%).

topografia_de_la inflamacién: los pacientes que estan en la categoria 2
(respecto a los que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el
grupo VHC en un factor de 6.25.

linfocitos_en_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los que
estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC en un

factor de 8.4.
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plasmocitos_en_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los
que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC en
un factor de 8.44.

predominio_de_tipo_de_células_inflamatorias_28: por cada unidad de
incremento de la variable, se incrementa el riesgo de estar en la categoria VHC
en un factor de 1.29 (incremento del riesgo del 29%).

actividad: los pacientes que estan en la categoria 1 o en la categoria 2 (respecto
alos que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC
en un factor de 30.3 y 18.7 respectivamente.

fibrosis: por cada unidad de incremento de la variable, se incrementa el riesgo
de estar en la categoria VHC en un factor de 2.57.

topografia_fibrosis: los pacientes que estan en la categoria 1 o en la categoria
5 (respecto a los que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en
el grupo VHC en un factor de 14.6 y 18 respectivamente.

En la Tabla 4.3.2 se muestran las variables que han sido confirmadas como
importantes, y las que se han rechazado. Un total de 6 variables contienen
informacion importante para discriminar entre grupos: n_espacos_porta_ep,
actividade, plasmocitos_em_ep, fibrose, topografia_fibrose, y
n_espacos_porta_completos_ep.

En la Tabla 4.3.3 se muestran los indices de discriminacién obtenidos por
remuestreo bootstrap, asi como el indice de Brier y la R2. Excepto el AUC, los
indices no muestran ni buena capacidad de discriminacion (Figura 4.3.1), ni un
ajuste adecuado, lo que podemos ver también en el grafico de la Figura 4.3.2
(Cuanto mas préxima se encuentra la linea roja, la predicha por el modelo, a la

linea punteada negra, la 6ptima, mejor calibrado el modelo.)
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Tabla 4.3.1 Tabla descriptiva Control vs VHC para variables morfoldgicas

n_espacos_porta_ep
n_espacos_porta_completos_ep
n_ep_sem_ducto:

0

1

2

n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto:

0

1
topografia_da_inflamacao:

0

2

3
n_ep_inflamados
linfocitos_em_ep:

0

1
eosinofilos_em_ep:

0

1
neutrofilos_em_ep:

0

1
macrofagos_em_ep:

0

1
plasmocitos_em_ep:

0

1

Sem_alteracoe
S
N=13
7.00 [4.00;14.0]

5.31 (4.57)

12 (38.7%)
1 (50.0%)

0 (0.00%)

13 (39.4%)

0 (0.00%)

5 (83.3%)
7 (25.9%)
1 (100%)

3.00 [0.00;10.0]

4 (100%)

9 (30.0%)

8 (57.1%)

5 (25.0%)

10 (35.7%)

3 (50.0%)

7 (33.3%)

6 (46.2%)

8 (80.0%)

5 (20.8%)
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VHC

N=21
18.0
8.62

19

1 (50.0%)

1 (100%)

20

1 (100%)

1 (16.7%)
20

0 (0.00%)
8.00

0 (0.00%)
21

6 (42.9%)
15

18

3 (50.0%)

14

7 (53.8%)

2 (20.0%)

19

OR

Ref.

0.30

0.60

Ref.
0.62
Ref.
6.25

0.00

1.04
Ref.

8.40

Ref.

8.44

p.rati
0

0.029

0.042

Ref.
0.788

0.625

Ref.

0.618

Ref.
0.017
0.857

0.399

Ref.

0.015

Ref.

0.074

Ref.

0.549

Ref.

0.482

Ref.

0.002

p.overal
|

0.004
0.042

1.000

1.000

0.007

0.051

0.015

0.124

0.653

0.491

0.002



Sem_alteracoe
s

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 2.00 [0.00;8.00]

morfologia_nodular_da_inflamacao:

0

1

zonalizacao_da_inflamacao_portal:

0
1
2

actividade:

3
fibrose
topografia_fibrose:

0

1

5

6
reacao_ductular:

0

1
endotelite_portal:

0

1

endotelite_centrovenular:

0

1

colestase:

0

1

9 (56.2%)

4 (22.2%)

12 (41.4%)
1 (25.0%)

0 (0.00%)

7 (100%)
2 (13.3%)
2 (20.0%)
2 (100%)

1.00 [0.00;1.00]

6 (100%)
6 (26.1%)
0 (0.00%)

1 (50.0%)

10 (37.0%)

3 (42.9%)

11 (37.9%)

2 (40.0%)

11 (35.5%)

2 (66.7%)

11 (36.7%)

2 (66.7%)
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VHC

8.00
7 (43.8%)
14

17

3 (75.0%)

1 (100%)

0 (0.00%)
A

8 (80.0%)

0 (0.00%)

200

0 (0.00%)
L

3 (100%)

1 (50.0%)

17

4 (57.1%)

18

3 (60.0%)

20

1 (33.3%)

19

1 (33.3%)

OR

1.29
Ref.

3.15

Ref.
1.00

0.67

Ref.

303
87
0.00 _

2.57

Ref.
14.6
18.0

3.00

Ref.

0.56

Ref.

0.58

Ref.
0.17
Ref.

0.18

p.rati
0

0.027

Ref.

0.053

Ref.
0.599

0.600

Ref.
<0.001
0.002
1.000

0.010

Ref.
0.002
0.012

0.250

Ref.

0.786

Ref.

0.922

Ref.

0.369

Ref.

0.391

p.overal
|

0.022

0.092

1.000

<0.001

0.005

0.001

1.000

1.000

0.544

0.720



2
esteatosis_tipo:

0

1

2

3
esteatosis_topografia:

0

2

3

4
granulomas_epitelioides:

0

1

2
rosetas_hepatocitarias:

0

1
emperipolese: 0
balonizacao_hepatocitaria:

0

1

corpos_hialinos_de_mallory:

0
1
glicogenizacao_nuclear:
0
1
lobulite:
0

1

Sem_alteracoe
s

0 (0.00%)

8 (34.8%)
1 (50.0%)
4 (66.7%)

0 (0.00%)

8 (34.8%)
1 (50.0%)
0 (0.00%)

4 (50.0%)

12 (40.0%)
1(33.3%)

0 (0.00%)

11 (35.5%)
2 (66.7%)

13 (38.2%)

11 (36.7%)

2 (50.0%)

12 (37.5%)

1 (50.0%)

11 (37.9%)

2 (40.0%)

9 (52.9%)

4 (23.5%)
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VHC

1 (100%)

15

1 (50.0%)
2 (33.3%)

3 (100%)

15

1 (50.0%)
1 (100%)

4 (50.0%)

18

2 (66.7%)

1 (100%)

20

1 (33.3%)

21

19

2 (50.0%)

20

1 (50.0%)

18

3 (60.0%)

8 (47.1%)

OR

0.55

Ref.
0.17

Ref.

Ref.

0.37

Ref.

0.29

Ref.

0.58

Ref.

2.60

p.rati
0

0.645

Ref.
0.720
0.202

0.314

Ref.
0.720
0.667

0.482

Ref.
0.871

0.613

Ref.
0.369

Ref.

Ref.

0.643

Ref.

0.765

Ref.

0.922

Ref.

0.095

p.overal
|

0.266

0.901

1.000

0.544

0.627

1.000

1.000

0.158



predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49

0

2

6

8
linfocitos:

0

1
eosinofilos:

0

1
neutrofilos: 0
macrofagos:

0

1
plasmocitos:

0

1

Sem_alteracoe
s

9 (52.9%)
2 (20.0%)
0 (0.00%)

2 (33.3%)

9 (52.9%)

4 (23.5%)

13 (39.4%)
0 (0.00%)

13 (38.2%)

11 (37.9%)

2 (40.0%)

12 (42.9%)

1 (16.7%)

VHC

8 (47.1%)
8 (80.0%)
1 (100%)

4 (66.7%)

8 (47.1%)

13

20

1 (100%)

21

18

3 (60.0%)

16

5 (83.3%)

OR

Ref.
2.67

1.00

1.33

Ref.

2.60
Ref.

0.62

Ref.

1.76

p.rati
0

Ref.
0.116
0.500

0.461

Ref.

0.095

Ref.
0.618

Ref.

Ref.

0.922

Ref.

0.277

p.overal
|

0.274

0.158

1.000

1.000

0.370

Tabla 4.3.2 Importancia de las variables morfoldgicas Control vs VHC obtenida a partir del algoritmo de BORUTA y
decision (confirmacion de su importancia/rechazo) tomada por el algoritmo respecto a cada una de las variables.

Variables
n_espacos_porta_ep
actividade
plasmocitos_em_ep
fibrose

topografia_fibrose

n_espacos_porta_completos_ep

linfocitos_em_ep

morfologia_nodular_da_inflamacao

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28

topografia_da_inflamacao

eosinofilos_em_ep
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meanimp
11.9371
10.1861
7.7144
6.8683
5.8766
3.5950
2.2405
2.0897
2.0506
1.1972
0.8204

decision
Confirmed
Confirmed
Confirmed
Confirmed
Confirmed
Confirmed
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected

Rejected



Variables

linfocitos

lobulite

n_ep_inflamados

macrofagos

macrofagos_em_ep
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto
emperipolese

eosinofilos

neutrofilos

reacao_ductular
rosetas_hepatocitarias
n_ep_sem_ducto
glicogenizacao_nuclear
plasmocitos

colestase

neutrofilos_em_ep
esteatosis_topografia
corpos_hialinos_de_mallory
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49
granulomas_epitelioides
zonalizacao_da_inflamacao_portal
esteatosis_tipo
balonizacao_hepatocitaria
endotelite_portal

endotelite_centrovenular
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meanlmp
0.5448
0.4836
0.3614
0.1748
0.1258
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
-0.0606
-0.2415
-0.2669
-0.3657
-0.3926
-0.3976
-0.4635
-0.5580
-0.5804
-0.5880
-0.6324
-0.7071
-0.8098
-0.8235
-0.9951
-1.3146

decision
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected
Rejected

Rejected
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Tabla 4.3.3 indices de discriminacion y calibracién del modelo Control vs VHC para variables morfoldgicas, y sus
intervalos de confianza bootstrap al 95%

est ml_est

Brier score (rescaled) 0.66 (0.53to 1)

R2 0.466 (0.34 to 0.695)
AUC 0.904 (0.832 to 0.919)
D-statistic 0.736 (0.663 to 0.839)

4.3.2 Control vs HAI

En la Tabla 4.3.4 se muestran las frecuencias y porcentajes relativos para las
variables categoéricas, asi como la media y su desviacién estandar (variables
continuas normales) o la mediana y el rango intercuartilico (variables continuas
no normales). Se incluye el odds ratio y su p-valor, asi como el p-valor del test
de asociacion correspondiente (x2, t-test, U-test). Se encuentran las siguientes
asociaciones significativas:

plasmocitos_em_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los
gue estan en la categoria 0) reducen el riesgo de estar en el grupo HAI por un
factor de 0.12 (reduccion del riesgo del 88%).

actividade: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los que estan
en la categoria 0) reducen el riesgo de estar en el grupo HAI en un factor de 0.07

(reduccién del 93%).
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topografia_fibrose: los pacientes que estan en la categoria 1 o en la categoria
5 (respecto a los que estan en la categoria 0) reducen el riesgo de estar en el
grupo HAL.

En la Tabla 4.3.5 se muestran las variables que han sido confirmadas como
importantes, y las que se han rechazado. Un total de 3 variables contienen
informacion importante para discriminar entre grupos: plasmocitos_em_ep,
topografia_fibrose, y n_espacos_porta_ep. En este caso, los valores del
parametro de importancia se reducen respecto a los del modelo para control-
VHC.

En la Tabla 4.3.6 se muestran los indices de discriminacion obtenidos por
remuestreo bootstrap, asi como el indice de Brier y la R2. Excepto el AUC, los
indices no muestran ni buena capacidad de discriminacion, ni un ajuste

adecuado, lo que podemos ver también en el grafico de la Figura 4.3.3

Tabla 4.3.4 Tabla descriptiva Control vs HAI de las variables morfoldgicas.

HAI Sem_alteracoe OR p.rati p.overal
s 0 |
N=16 N=13
n_espacos_porta_ep 155 7.00 [4.00;14.0] 0.95 0.230 0.048
[9.75;19.8 [0.86;1.04
n_espacos_porta_completos_ep 5.00 3.00 [2.00;8.00] 0.89 0.145 0.103
[4.00;12.2 [0.77;1.04
n_ep_sem_ducto: 1.000
0 15 12 (44.4%) Ref. Ref.
(55.6%)
1 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0.58 0.897
[0.11;13.4
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto: 0 16 13 (44.8%) Ref. Ref.
(55.2%)
topografia_da_inflamacao: 0.064
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HAI

0 1 (16.7%)
2 14
(66.7%)
3 1 (50.0%)
n_ep_inflamados 5.00
[2.75;8.25
linfocitos_em_ep:
0 1 (20.0%)
1 15
(62.5%)
eosinofilos_em_ep:
0 11
(57.9%)
1 5 (50.0%)
neutrofilos_em_ep:
0 13
(56.5%)
1 3 (50.0%)
macrofagos_em_ep:
0 8 (53.3%)
1 8 (57.1%)
plasmocitos_em_ep:
0 3(27.3%)
1 13
(72.2%)
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 8.00
[2.00;8.00

Sem_alteracoe
s
5 (83.3%)
7 (33.3%)

1 (50.0%)

3.00 [0.00;10.0]

4 (80.0%)

9 (37.5%)

8 (42.1%)

5 (50.0%)

10 (43.5%)

3 (50.0%)

7 (46.7%)

6 (42.9%)

8 (72.7%)

5 (27.8%)

2.00 [0.00;8.00]
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OR
Ref.
0.08

[0.02;1.05

0.08
[0.02;4.93

1.00
[0.93;1.08
Ref.
0.11
[0.03;1.53
Ref.
1.02
[0.31;5.93
Ref.
0.89
[0.24;6.95
Ref.
0.67
[0.21;3.57
Ref.
0.12

[0.03;0.82

0.86
[0.69;1.08

p.rati
0
Ref.
0.046

0.500

0.937

Ref.

0.118

Ref.

0.705

Ref.

0.792

Ref.

0.848

Ref.

0.026

0.190

p.overal
|

0.389

0.144

0.714

1.000

1.000

0.027

0.160



morfologia_nodular_da_inflamacao:

zonalizacao_da_inflamacao_portal:

actividade:

fibrose

topografia_fibrose:

reacao_ductular:

HAI

11
(55.0%)

5 (55.6%)

15
(55.6%)

1 (50.0%)

3 (30.0%)
9 (81.8%)
4 (66.7%)
0 (0.00%)
1.00
[1.00;3.00
1 (14.3%)
10
(62.5%)

4 (100%)

1 (50.0%)

12
(54.5%)

4 (57.1%)

Sem_alteracoe

S

9 (45.0%)

4 (44.4%)

12 (44.4%)

1 (50.0%)

7 (70.0%)

2 (18.2%)

2 (33.3%)

2 (100%)

1.00 [0.00;1.00]

6 (85.7%)

6 (37.5%)

0 (0.00%)

1 (50.0%)

10 (45.5%)

3 (42.9%)
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OR

Ref.

0.73
[0.22;4.50

Ref.

0.58
[0.11;13.4

Ref.
0.07
[0.02;0.81

0.15
[0.04;1.92

0.75
[0.09;62.7

0.62
[0.33;1.17

Ref.

0.08
[0.02;1.08

0.00
[0.000.78

0.07
[0.01;4.10
Ref.

0.65
[0.18:4.68

p.rati

0

Ref.

0.983

Ref.

0.897

Ref.

0.026

0.206

0.545

0.144

Ref.

0.048

0.015

0.444

Ref.

0.918

p.overal
|

1.000

1.000

0.036

0.059

0.024

1.000



endotelite_portal:

endotelite_centrovenular:

colestase:

esteatosis_tipo:

esteatosis_topografia:

granulomas_epitelioides:

HAI

11
(50.0%)

5 (71.4%)

15
(57.7%)

1 (33.3%)

13
(54.2%)

3 (60.0%)

12
(60.0%)
2 (66.7%)

1 (20.0%)

1 (100%)

12
(60.0%)

1 (50.0%)

3 (42.9%)

13
(52.0%)

Sem_alteracoe

S

11 (50.0%)

2 (28.6%)

11 (42.3%)

2 (66.7%)

11 (45.8%)

2 (40.0%)

8 (40.0%)

1 (33.3%)

4 (80.0%)

0 (0.00%)

8 (40.0%)

1 (50.0%)

4 (57.1%)

12 (48.0%)
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OR

Ref.

0.31
[0.08;2.50

Ref.

1.25
[0.26;19.5

Ref.

0.54
[0.14;5.09

Ref.
0.44
[0.10;7.99

2.67
[0.57;34.0

0.00
[0.02;13.5

Ref.
0.67

[0.13;16.6

133
[0.36;9.81

Ref.

p.rati

0

Ref.

0.366

Ref.

0.498

Ref.

0.840

Ref.

0.874

0.151

0.619

Ref.

0.818

0.474

Ref.

p.overal
|

0.410

0.573

1.000

0.338

0.827

0.737



rosetas_hepatocitarias:

emperipolese:

balonizacao_hepatocitaria:

corpos_hialinos_de_mallory:

glicogenizacao_nuclear:

lobulite:

HAI

1 (50.0%)

2 (100%)

15
(57.7%)

1(33.3%)

15
(53.6%)

1 (100%)

15
(57.7%)

1(33.3%)

16
(57.1%)

0 (0.00%)

12
(52.2%)

4 (66.7%)

8 (47.1%)

8 (66.7%)

Sem_alteracoe
s
1 (50.0%)

0 (0.00%)

11 (42.3%)

2 (66.7%)

13 (46.4%)

0 (0.00%)

11 (42.3%)

2 (66.7%)

12 (42.9%)

1 (100%)

11 (47.8%)

2 (33.3%)

9 (52.9%)

4 (33.3%)
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OR
0.50
[0.10:11.8

0.00
[0.01;4.95
Ref.
1.25
[0.26;19.5
Ref.
0.00
[0.01;10.2
Ref.
1.25
[0.26;19.5
Ref.
1.23
[0.15;106]
Ref.
0.40
[0.11;3.44
Ref.

0.36
[0.11;2.06

p.rati
0
0.963

0.299

Ref.

0.498

Ref.

0.552

Ref.

0.498

Ref.

0.448

Ref.

0.572

Ref.

0.330

p.overal

0.573

1.000

0.573

0.448

0.663

0.505



predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49

linfocitos:

eosinofilos:

neutrofilos:

macrofagos:

plasmocitos:

HAI

8 (47.1%)

4 (66.7%)

1 (100%)

3 (60.0%)

9 (50.0%)

7 (63.6%)

15
(53.6%)

1 (100%)

14
(51.9%)

2 (100%)

12
(52.2%)

4 (66.7%)

13
(52.0%)

3 (75.0%)

Sem_alteracoe

S

9 (52.9%)

2 (33.3%)

0 (0.00%)

2 (40.0%)

9 (50.0%)

4 (36.4%)

13 (46.4%)

0 (0.00%)

13 (48.1%)

0 (0.00%)

11 (47.8%)

2 (33.3%)

12 (48.0%)

1(25.0%)
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OR

Ref.
0.32
[0.08;3.01

0.00
[0.01;8.35

0.40
[0.10;4.14
Ref.
0.45
[0.14;2.62
Ref.
0.00
[0.01;10.2
Ref.
0.00
[0.01;4.89
Ref.
0.40
[0.11;3.44
Ref.

0.25
[0.06;3.64

p.rati

0

Ref.

0.461

0.500

0.655

Ref.

0.507

Ref.

0.552

Ref.

0.296

Ref.

0.572

Ref.

0.460

p.overal
|

0.814

0.702

1.000

0.488

0.663

0.606



Tabla 4.3.5 Importancia de las variables morfoldgicas Control vs HAI obtenida a partir del algoritmo de BORUTA y
decision (confirmacion de su importancia/rechazo) tomada por el algoritmo respecto a cada una de las variables.

Variables meanimp decision
plasmocitos_em_ep 5.4494 Confirmed
topografia_fibrose 4.2295 Confirmed
Nn_espacos_porta_ep 4.1665 Confirmed
fibrose 2.7563 Rejected
topografia_da_inflamacao 2.2876 Rejected
actividade 2.1628 Rejected
linfocitos_em_ep 0.6830 Rejected
neutrofilos 0.3638 Rejected
plasmocitos 0.2771 Rejected
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 0.2077 Rejected
lobulite 0.1972 Rejected
morfologia_nodular_da_inflamacao 0.0753 Rejected
n_espacos_porta_completos_ep 0.0283 Rejected
granulomas_epitelioides 0.0113 Rejected
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto 0.0000 Rejected
emperipolese 0.0000 Rejected
corpos_hialinos_de_mallory 0.0000 Rejected
eosinofilos 0.0000 Rejected
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Variables

reacao_ductular

linfocitos

macrofagos

neutrofilos_em_ep

n_ep_inflamados

balonizacao_hepatocitaria

macrofagos_em_ep

rosetas_hepatocitarias

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49

endotelite_portal

glicogenizacao_nuclear

eosinofilos_em_ep

endotelite_centrovenular

zonalizacao_da_inflamacao_portal

colestase

esteatosis_tipo

n_ep_sem_ducto

esteatosis_topografia
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meanlmp

-0.1995

-0.2187

-0.2996

-0.3029

-0.4113

-0.4794

-0.6642

-0.6834

-0.6878

-0.7303

-0.7440

-0.8252

-1.0279

-1.1124

-1.1281

-1.4682

-1.6079

-1.6091

decision

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected



Tabla 4.3.6 indices de discriminacion y calibracion del modelo, y sus intervalos de confianza bootstrap al 95%.

est ml_est

Brier score (rescaled) 0.66 (0.285to 1)

R2 0.466 (0.109 to 0.695)

AUC 0.851 (0.7 to 0.919)

D-statistic 0.736 (0.4 to 0.839)
1.0 o0

o
3

o
o

Observed Probability
o o o o
N w S (&,

o

©
S}

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0

0 [IN N B N | 1 1 | “ Iﬂ

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Predicted Probability

Figura 4.3.3 Grdfico de calibracion del modelo estimado en base a las variables seleccionada

4.3.3 Control vs CBP

En la Tabla 4.3.7 se muestran los frecuencias y porcentajes relativos para las
variables categoricas, asi como la media y su desviacion estandar (variables
continuas normales) o la mediana y el rango intercuartilico (variables continuas
no normales). Se incluye el odds ratio y su p-valor, asi como el p-valor del test
de asociacion correspondiente (x2, t-test, U-test). No se encuentran

asociaciones significativas.
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En la Tabla 4.3.8 se muestran las variables que han sido confirmadas como
importantes, y las que se han rechazado. Solo 1 variables contienen informacion
importante para discriminar entre grupos: n_espacos_porta_ep. En este caso,
los valores del parametro de importancia se reducen respecto a los del modelo
para control-VHC.

En la Tabla 4.3.9 se muestran los indices de discriminacion obtenidos por
remuestreo Bootstrap, asi como el indice de Brier y la R2. Los indices no
muestran ni buena capacidad de discriminacion, ni un ajuste adecuado, lo que

podemos ver también en el grafico de la Figura 4.3.4

Tabla 4.3.7 Tabla descriptiva Control vs CBP de las variables morfoldgicas

CBP Sem_alteracoes OR p.ratio p.overall
N=12 N=13
n_espacos_porta_ep 17.0 7.00 [4.00;14.0] 0.93 0.195 0.034
[12.8;20.0] [0.84;1.04]
n_espacos_porta_completos_ep 7.00 3.00 [2.00;8.00] 0.88 0.132 0.113
[5.25;12.2] [0.74;1.04]
n_ep_sem_ducto: 0.344
0 10 12 (54.5%) Ref. Ref.
(45.5%)
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.77 0.565
[0.09;68.6]
2 2 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.239
[0.01;3.90]
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto: 0.480
0 11 13 (54.2%) Ref. Ref.
(45.8%)
1 1 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.480
[0.01;7.67]
4-19500tstrap4-195_da_inflamacao: 0.534
0 3 (37.5%) 5 (62.5%) Ref. Ref.
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CBP Sem_alteracoes OR p.ratio p.overall

2 9 (56.2%) 7 (43.8%) 0.35 0.430
[0.10;2.61]
3 0 (0.00%) 1 (100%) 0.50 0.667
[0.06;61.3]
n_ep_inflamados 4.00 3.00 [0.00;10.0] 1.00 0.915 0.804
[1.50;10.8] [0.93;1.09]
linfocitos_em_ep: 1.000
0 3 (42.9%) 4 (57.1%) Ref. Ref.
1 9 (50.0%) 9 (50.0%) 0.54 0.773
[0.15;4.10]
4-19600tstrap4-196s_em_ep: 1.000
0 8 (50.0%) 8 (50.0%) Ref. Ref.
1 4 (44.4%) 5 (55.6%) 0.89 0.808
[0.26;5.86]
4-19600tstrap4-196s_em_ep: 0.593
0 11 10 (47.6%) Ref. Ref.
(52.4%)
1 1 (25.0%) 3 (75.0%) 1.50 0.384
[0.32;20.6]
4-19600tstrap4-196_em_ep: 0.411
0 9 (56.2%) 7 (43.8%) Ref. Ref.
1 3(33.3%) 6 (66.7%) 1.69 0.311
[0.47;11.8]
plasmocitos_em_ep: 0.553
0 5 (38.5%) 8 (61.5%) Ref. Ref.
1 7 (58.3%) 5 (41.7%) 0.35 0.358
[0.10;2.21]
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 2.00 2.00 [0.00;8.00] 1.03 0.797 0.932
[0.75;8.00] [0.82;1.30]
4-19600tstrap4-196_nodular_da_inflamacao: 1.000
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CBP Sem_alteracoes OR p.ratio p.overall

0 8 (47.1%) 9 (52.9%) Ref. Ref.
1 4 (50.0%) 4 (50.0%) 0.64 0.899
[0.18;4.44]
zonalizacao_da_inflamacao_portal: 1.000
0 12 12 (50.0%) Ref. Ref.
(50.0%)
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.92 0.520
[0.11;81.0]
actividade: 0.791
0 5 (41.7%) 7 (58.3%) Ref. Ref.
1 4 (66.7%) 2 (33.3%) 0.25 0.376
[0.06;2.72]
2 2 (50.0%) 2 (50.0%) 0.42 0.800
[0.09;5.81]
3 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.62 0.844
[0.12;12.2]
fibrose 2.00 1.00 [0.00;1.00] 0.70 0.262  0.235
[0.75;3.00] [0.37;1.31]
4-1970o0tstrap4-197_fibrose 1.00 1.00 [0.00;1.00] 0.80 0.465  0.071
[1.00;1.00] [0.44;1.46]
reacao_ductular: 0.593
0 11 10 (47.6%) Ref. Ref.
(52.4%)
1 1 (25.0%) 3 (75.0%) 1.50 0.384
[0.32;20.6]
endotelite_portal: 1.000
0 10 11 (52.4%) Ref. Ref.
(47.6%)
1 2 (50.0%) 2 (50.0%) 0.56 0.937
[0.13;6.37]
endotelite_centrovenular: 0.480
0 12 11 (47.8%) Ref. Ref.
(52.2%)
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CBP Sem_alteracoes OR p.ratio p.overall

1 0 (0.00%) 2 (100%) 2.00 0.260
[0.24;126]
colestase: 0.480
0 12 11 (47.8%) Ref. Ref.
(52.2%)
1 0 (0.00%) 2 (100%) 2.00 0.260
[0.24;126]
esteatosis_tipo: 0.282
0 5 (38.5%) 8 (61.5%) Ref. Ref.
1 3 (75.0%) 1 (25.0%) 0.14 0.271
[0.03;2.49]
2 2 (33.3%) 4 (66.7%) 0.74 0.860
[0.18;7.65]
3 2 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.200
[0.01;3.24]
esteatosis_topografia: 0.498
0 5 (38.5%) 8 (61.5%) Ref. Ref.
2 2 (66.7%) 1 (33.3%) 0.19 0.463
[0.04;3.84]
3 2 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.200
[0.01;3.24]
4 3 (42.9%) 4 (57.1%) 0.56 0.859
[0.14;4.84]
granulomas_epitelioides: 1.000
0 12 12 (50.0%) Ref. Ref.
(50.0%)
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.92 0.520
[0.11;81.0]
rosetas_hepatocitarias: 1.000
0 11 11 (50.0%) Ref. Ref.
(50.0%)
1 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.92 0.656
[0.19;14.8]
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CBP Sem_alteracoes OR p.ratio p.overall

emperipolese: 0 12 13 (52.0%) Ref. Ref.
(48.0%)
balonizacao_hepatocitaria: 1.000
0 11 11 (50.0%) Ref. Ref.
(50.0%)
1 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.92 0.656
[0.19;14.8]
corpos_hialinos_de_mallory: 1.000
0 12 12 (50.0%) Ref. Ref.
(50.09%)
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.92 0.520
[0.11;81.0]
glicogenizacao_nuclear: 1.000
0 11 11 (50.0%) Ref. Ref.
(50.0%)
1 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.92 0.656
[0.19;14.8]
lobulite: 0.688
0 7 (43.8%) 9 (56.2%) Ref. Ref.
1 5 (55.6%) 4 (44.4%) 0.47 0.603
[0.13;3.11]
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49: 0.608
0 7 (43.8%) 9 (56.2%) Ref. Ref.
2 4 (66.7%) 2 (33.3%) 0.28 0.392
[0.07;2.70]
8 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.70 0.795
[0.14;12.4]
linfocitos: 0.688
0 7 (43.8%) 9 (56.2%) Ref. Ref.
1 5 (55.6%) 4 (44.4%) 0.47 0.603
[0.13;3.11]
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CBP Sem_alteracoes OR p.ratio p.overall

4-20000tstrap4-200s: 0 12 13 (52.0%) Ref. Ref.
(48.0%)
4-20000tstrap4-200s: 0 12 13 (52.0%) Ref. Ref.
(48.0%)
4-20000tstrap4-200: 1.000
0 11 11 (50.0%) Ref. Ref.
(50.0%)
1 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.92 0.656
[0.19;14.8]
plasmocitos: 1.000
0 11 12 (52.2%) Ref. Ref.
(47.8%)
1 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0.42 0.960
[0.08;10.1]

Tabla 4.3.8 Importancia de las variables morfolégicas Control vs CBP obtenida a partir del algoritmo de BORUTA y
decision (confirmacion de su importancia/rechazo) tomada por el algoritmo respecto a cada una de las variables.

Variables meanimp decision
n_espacos_porta_ep 6.3984 Confirmed
endotelite_centrovenular 3.2312 Rejected
n_espacos_porta_completos_ep 1.9977 Rejected
rosetas_hepatocitarias 1.5518 Rejected
4-20000tstrap4-200_fibrose 1.4148 Rejected
n_ep_sem_ducto 0.9035 Rejected
colestase 0.6700 Rejected
4-20000tstrap4-200_em_ep 0.2615 Rejected
4-20000tstrap4-200s_em_ep 0.2249 Rejected
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Variables

n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto

zonalizacao_da_inflamacao_portal

granulomas_epitelioides

emperipolese

corpos_hialinos_de_mallory

eosinofilos

neutrofilos

fibrose

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28

4-201oo0tstrap4-201_nodular_da_inflamacao

reacao_ductular

4-201o0tstrap4-201_da_inflamacao

esteatosis_tipo

plasmocitos

4-20100tstrap4-201s_em_ep

linfocitos_em_ep

glicogenizacao_nuclear

balonizacao_hepatocitaria

macrofagos

plasmocitos_em_ep
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meanlmp

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

-0.1603

-0.4172

-0.4720

-0.4870

-0.4928

-0.6307

-0.7581

-0.7933

-0.8366

-0.8458

-0.9100

-0.9355

-1.1512

decision

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected



Variables meanimp decision

linfocitos -1.1643 Rejected
esteatosis_topografia -1.1765 Rejected
endotelite_portal -1.2830 Rejected

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49 -1.2902 Rejected

lobulite -1.3222 Rejected
actividade -1.3813 Rejected
n_ep_inflamados -1.5303 Rejected

Tabla 4.3.9 indices de discriminacion y calibracion del modelo Control vs CBP para las variables morfoldgicas, y sus
intervalos de confianza bootstrap al 95%.

Est ml_est

Brier score (rescaled) -0.02 (-0.12 to 0.545)

R2 -0.203 (-0.304 to 0.376)
AUC 0.664 (0.329 to 0.855)
D-statistic 0.339 (-0.343 t0 0.711)

Pagina 4-202 de 337



Observed Probability
© © o o o o o
- N w £ (¢, o ~

o
o

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0

0 I | ”IIII I I| |I|I|

00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
Predicted Probability

Figura 4.3.4 Grdfico de calibracion del modelo estimado en base a
las variables seleccionadas

4.3.4 VHC vs HAI

En la Tabla 4.3.10 se muestran los frecuencias y porcentajes relativos para las
variables categoéricas, asi como la media y su desviacién estandar (variables
continuas normales) o la mediana y el rango intercuartilico (variables continuas
no normales). Se incluye el odds ratio y su p-valor, asi como el p-valor del test
de asociacion correspondiente (x2, t-test, U-test). Se encuentran las siguientes
asociaciones significativas:

eosinofilos_em_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los
gue estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC por
un factor de 3.93.

morfologia_nodular_da_inflamacao: los pacientes que estan en la categoria 1
(respecto a los que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el

grupo VHC por un factor de 3.21.
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En la Tabla 4.3.11 se muestran las variables que han sido confirmadas como
importantes, y las que se han rechazado. Solo 4 variables contienen informacion
importante  para  discriminar  entre  grupos: n_espacos_porta_ep,
morfologia_nodular_da_inflamacao, fibrose, y eosinofilos_em_ep.

En la Tabla 4.3.12 se muestran los indices de discriminacion obtenidos por
remuestreo bootstrap, asi como el indice de Brier y la R2. Excepto el AUC, los
indices no muestran ni buena capacidad de discriminacion, ni un ajuste

adecuado, lo que podemos ver también en el grafico de la Figura 4.3.5

Tabla 4.3.10 Tabla descriptiva VHC vs HAI de las variables morfoldgicas.

HAI VHC OR p.ratio p.overall
N=16 N=21
n_espacos_porta_ep 154 (7.28) 195 (7.52) 1.08 0.119 0.109
[0.98;1.20]
n_espacos_porta_completos_ep 5.00 10.0 1.00 0.940 0.537

[4.00;122] [5.00;11.0] [0.88;1.13]

n_ep_sem_ducto: 1.000
0 15 (44.1%) 19 (55.9%) Ref. Ref.
1 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0.38 0.889
[0.08;8.41]
2 0 (0.00%) 1 (100%) 0.75 0.571
[0.09;62.7]
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto: 1.000
0 16 (44.4%) 20 (55.6%) Ref. Ref.
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HAI VHC OR p.ratio p.overall

1 0(0.00%) 1 (100%) 0.76 0.568
[0.09;63.3]
topografia_da_inflamacao: 0.712
0 1(50.0%) 1 (50.0%) Ref. Ref.
2 14 (41.2%) 20 (58.8%) 0.67 0.833
[0.13;15.0]
3 1 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.667
[0.01;16.8]
n_ep_inflamados 5.00 8.00 1.05 0.249 0.082

[2.75:8.25] [5.00;13.0] [0.96;1.16]

linfocitos_em_ep: 0.432
0 1 (100%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
1 15 (41.7%) 21 (58.3%) 131 0.432
[0.16;109]
eosinofilos_em_ep: 0.036
0 11 (64.7%) 6 (35.3%) Ref. Ref.
1 5(25.0%) 15 (75.0%) 3.93 0.020
[1.27;19.6]
neutrofilos_em_ep: 1.000
0 13 (41.9%) 18 (58.1%) Ref. Ref.
1 3 (50.0%) 3 (50.0%) 0.51 0.735
[0.14;3.76]
macrofagos_em_ep: 0.493
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HAI VHC OR p.ratio p.overall

0 8(36.4%) 14 (63.6%) Ref. Ref.
1 8 (53.3%) 7 (46.7%) 0.41 0.333
[0.14;1.89]
plasmocitos_em_ep: 0.634
0 3(60.0%) 2 (40.0%) Ref. Ref.
1 13 (40.6%) 19 (59.4%) 1.36 0.465
[0.35;11.8]
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 8.00 8.00 1.13 0.300 0.329

[2.00;8.00] [6.00;8.00] [0.90;1.42]

morfologia_nodular_da_inflamacao: 0.071
0 11 (61.1%) 7 (38.9%) Ref. Ref.
1 5(26.3%) 14 (73.7%) 3.21 0.041
[1.05;15.5]
zonalizacao_da_inflamacao_portal: 0.780
0 15 (46.9%) 17 (53.1%) Ref. Ref.
1 1 (25.0%) 3 (75.0%) 1.25 0.474
[0.27;15.8]
2 0 (0.00%) 1 (100%) 0.83 0.545
[0.10;70.1]
actividade: 0.113
0 3 (100%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
1 9(40.9%) 13 (59.1%) 3.90 0.096
[0.46;216]
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fibrose

topografia_fibrose:

reacao_ductular:

endotelite_portal:

endotelite_centrovenular:

HAI

4 (33.3%)

1.00
[1.00;3.00]

1 (100%)

10 (37.0%)

4 (57.1%)

1 (50.0%)

12 (41.4%)

4 (50.0%)

11 (37.9%)

5 (62.5%)

15 (42.9%)

1 (50.0%)

VHC

8 (66.7%)

2.00
[2.00;3.00]

0 (0.00%)

17 (63.0%)

3 (42.9%)

1 (50.0%)

17 (58.6%)

4 (50.0%)

18 (62.1%)

3 (37.5%)

20 (57.1%)

1 (50.0%)
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OR p.ratio p.overall
4.80 0.077
[0.55;317]
1.59 0.156 0.133
[0.84;3.00]
0.493
Ref. Ref.
1.55 0.393
[0.19;134]
0.60 0.625
[0.07;76.7]
0.50 0.667
[0.06;151]
0.705
Ref. Ref.
0.53 0.683
[0.16;3.18]
0.254
Ref. Ref.
0.29 0.251
[0.09;1.82]
1.000
Ref. Ref.
0.36 0.865
[0.07;7.99]



HAI VHC OR p.ratio p.overall

colestase: 0.296
0 13 (40.6%) 19 (59.4%) Ref. Ref.
1 3 (75.0%) 1 (25.0%) 0.16 0.252
[0.04;2.27]
2 0 (0.00%) 1 (100%) 0.65 0.606
[0.08;54.9]
esteatosis_tipo: 0.762
0 12 (44.4%) 15 (55.6%) Ref. Ref.
1 2 (66.7%) 1 (33.3%) 0.25 0.538
[0.06;4.18]
2 1 (33.3%) 2 (66.7%) 0.75 0.770
[0.16;11.6]
3 1 (25.0%) 3 (75.0%) 1.12 0.532
[0.24;14.7]
esteatosis_topografia: 1.000
0 12 (44.4%) 15 (55.6%) Ref. Ref.
2 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0.38 0.897
[0.07;8.74]
3 0 (0.00%) 1 (100%) 0.75 0.571
[0.09;64.7]
4 3 (42.9%) 4 (57.1%) 0.75 0.952
[0.21;5.05]
granulomas_epitelioides: 0.815
0 13 (41.9%) 18 (58.1%) Ref. Ref.
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rosetas_hepatocitarias:

emperipolese:

balonizacao_hepatocitaria:

corpos_hialinos_de_mallory:

glicogenizacao_nuclear:

HAI

1 (33.3%)

2 (66.7%)

15 (42.9%)

1 (50.0%)

15 (41.7%)

1 (100%)

15 (44.1%)

1(33.3%)

16 (44.4%)

0 (0.00%)

12 (40.0%)

VHC

2 (66.7%)

1 (33.3%)

20 (57.1%)

1 (50.0%)

21 (58.3%)

0 (0.00%)

19 (55.9%)

2 (66.7%)

20 (55.6%)

1 (100%)

18 (60.0%)
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OR p.ratio p.overall
0.68 0.826
[0.14;10.4]
0.23 0.485
[0.05;3.73]
1.000
Ref. Ref.
0.36 0.865
[0.07;7.99]
0.432
Ref. Ref.
0.00 0.432
[0.01;6.30]
1.000
Ref. Ref.
0.75 0.775
[0.16;11.2]
1.000
Ref. Ref.
0.76 0.568
[0.09;63.3]
0.437
Ref. Ref.



lobulite:

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49

linfocitos:

eosinofilos:

neutrofilos:

macrofagos:

HAI

4 (57.1%)

8 (50.0%)

8 (38.1%)

1.00
[0.00;2.50]

9 (52.9%)

7 (35.0%)

15 (42.9%)

1 (50.0%)

14 (40.0%)

2 (100%)

12 (40.0%)

VHC

3 (42.9%)

8 (50.0%)

13 (61.9%)

2.00
[0.00;2.00]

8 (47.1%)

13 (65.0%)

20 (57.1%)

1 (50.0%)

21 (60.0%)

0 (0.00%)

18 (60.0%)
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OR p.ratio p.overall
0.38 0.448
[0.11;2.53]
0.697
Ref. Ref.
1.28 0.493
[0.44;5.72]
1.04 0.746 0.624
[0.83;1.29]
0.444
Ref. Ref.
1.62 0.298
[0.56;7.28]
1.000
Ref. Ref.
0.36 0.865
[0.07;7.99]
0.180
Ref. Ref.
0.00 0.180
[0.01;3.02]
0.437
Ref. Ref.



HAI VHC OR p.ratio p.overall

1 4(57.1%) 3 (42.9%) 0.38 0.448
[0.11;2.53]
plasmocitos: 1.000
0 13 (44.8%) 16 (55.2%) Ref. Ref.
1 3 (37.5%) 5 (62.5%) 0.96 0.739
[0.28;5.88]

Tabla 4.3.11 Importancia de las variables morfoldgicas VHC vs HAI obtenida a partir del algoritmo de BORUTA y
decision (confirmacion de su importancia/rechazo) tomada por el algoritmo respecto a cada una de las variables.

Variables meanimp decision
n_espacos_porta_ep 6.9876 Confirmed
morfologia_nodular_da_inflamacao 6.0969 Confirmed
fibrose 5.1379 Confirmed
eosinofilos_em_ep 4.2822 Confirmed
actividade 2.3415 Rejected
neutrofilos 2.1094 Rejected
n_ep_inflamados 0.6029 Rejected
macrofagos_em_ep 0.0115 Rejected
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto 0.0000 Rejected
linfocitos_em_ep 0.0000 Rejected
emperipolese 0.0000 Rejected
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Variables meanimp decision

corpos_hialinos_de_mallory 0.0000 Rejected
zonalizacao_da_inflamacao_portal -0.0827 Rejected
plasmocitos_em_ep -0.1604 Rejected
reacao_ductular -0.2234 Rejected
colestase -0.2619 Rejected
esteatosis_tipo -0.2802 Rejected

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 -0.3721 Rejected

endotelite_portal -0.4906 Rejected
n_espacos_porta_completos_ep -0.5292 Rejected
plasmocitos -0.6537 Rejected
n_ep_sem_ducto -0.6901 Rejected
linfocitos -0.7921 Rejected
macrofagos -0.7974 Rejected
neutrofilos_em_ep -0.8777 Rejected
topografia_fibrose -0.8795 Rejected
endotelite_centrovenular -0.8928 Rejected
topografia_da_inflamacao -0.9403 Rejected
glicogenizacao_nuclear -0.9770 Rejected
esteatosis_topografia -0.9886 Rejected
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Variables meanimp decision

granulomas_epitelioides -1.0276 Rejected
lobulite -1.1526 Rejected
balonizacao_hepatocitaria -1.2718 Rejected
eosinofilos -1.3170 Rejected
rosetas_hepatocitarias -1.5452 Rejected

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49 -1.6904 Rejected

Tabla 4.3.12 indices de discriminacion y calibracién del modelo VHC ves HAI para variables morfoldgicas, y sus
intervalos de confianza bootstrap al 95%

st ml_est

Brier score (rescaled) 0.44 (0.265 to 0.94)

R2 0.43 (0.251 to 0.807)
AUC 0.88 (0.786 to 0.952)
D-statistic 0.725 (0.571 to 0.904
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Figura 4.3.5 Grdfico de calibracion del modelo VHC vs HAI para variables morfoldgicas estimado en
base a las variables seleccionadas

4.3.5 VHC vs CBP

Figura 4.3.6

Tabla 4.3.13 se muestran las frecuencias y porcentajes relativos para las
variables categoéricas, asi como la media y su desviacién estandar (variables
continuas normales) o la mediana y el rango intercuartilico (variables continuas
no normales). Se incluye el odds ratio y su p-valor, asi como el p-valor del test
de asociacion correspondiente (x2, t-test, U-test). Se encuentran las siguientes
asociaciones significativas:

linfocitos_em_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los que
estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC por un

factor de 6.3.
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eosinofilos_em_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los
que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC por
un factor de 3.43.

plasmocitos_em_ep: los pacientes que estan en la categoria 1 (respecto a los
que estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC por
un factor de 3.96.

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28: por cada unidad de
incremento de la variable, se incrementa el riesgo de estar en la categoria VHC
en un factor de 1.35 (incremento del riesgo del 35%).

actividade: los pacientes que estan en la categoria 1 0 2 (respecto a los que
estan en la categoria 0) incrementan el riesgo de estar en el grupo VHC por un
factor de 13 y 13.3 respectivamente.

En la Tabla 4.3.14 se muestran las variables que han sido confirmadas como
importantes, y las que se han rechazado. Solo 5 variables contienen informacion
importante para discriminar entre grupos: actividade, eosinofilos_em_ep,
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28,
morfologia_nodular_da_inflamacao, linfocitos_em_ep, y plasmocitos_em_ep.
En la Tabla 4.3.15 se muestran los indices de discriminacion obtenidos por
remuestreo bootstrap, asi como el indice de Brier y la R2. Los indices no
muestran ni buena capacidad de discriminacion, ni un ajuste adecuado, lo que

podemos ver también en el grafico de la Figura 4.3.6

Tabla 4.3.13 Tabla descriptiva VHC vs CBP de las variables morfoldgicas.

CBP VHC OR p.ratio p.overall
N=12 N=21
n_espacos_porta_ep 17.0 18.0 1.08 0.204 0.453

[12.8;20.0] [14.0;21.0] [0.96;1.22]

Pagina 4-215 de 337



CBP VHC OR p.ratio p.overall

n_espacos_porta_completos_ep 7.00 10.0 0.98 0.737 0.821
[6.25;12.2] [5.00;11.0] [0.85;1.12]
n_ep_sem_ducto: 0.707
0 10 (34.5%) 19 (65.5%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.50 0.667
[0.06;43.2]
2 2 (66.7%) 1 (33.3%) 0.17 0.355
[0.04;2.80]
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto: 1.000
0 11 (35.5%) 20 (64.5%) Ref. Ref.
1 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0.26 0.727
[0.05;6.03]
topografia_da_inflamacao: 0.125
0 3 (75.0%) 1 (25.0%) Ref. Ref.
2 9(31.0%) 20 (69.0%) 3.00 0.137
[0.64;39.6]
n_ep_inflamados 4.00 8.00 1.06 0.275 0.103
[1.50;10.8] [5.00;13.0] [0.96;1.17]
linfocitos_em_ep: 0.040
0 3 (100%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
1 9(30.0%) 21 (70.0%) 6.30 0.040
[0.74;338]
eosinofilos_em_ep: 0.078
0 8 (57.1%) 6 (42.9%) Ref. Ref.
1 4(21.1%) 15 (78.9%) 3.43 0.045
[1.04;19.5]
neutrofilos_em_ep: 1.000
0 11 (37.9%) 18 (62.1%) Ref. Ref.
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CBP VHC OR p.ratio p.overall

1 1 (25.0%) 3 (75.0%) 0.87 0.683
[0.19;11.3]
macrofagos_em_ep: 0.710
0 9(39.1%) 14 (60.9%) Ref. Ref.
1 3(30.0%) 7 (70.0%) 1.05 0.650
[0.31;6.35]
plasmocitos_em_ep: 0.071
0 5(71.4%) 2 (28.6%) Ref. Ref.
1 7(26.9%) 19 (73.1%) 3.96 0.048
[1.03;31.8]
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 2.00 8.00 1.35 0.015 0.012
[0.75;8.00] [6.00;8.00] [1.06;1.72]
morfologia_nodular_da_inflamacao: 0.137
0 8(53.3%) 7 (46.7%) Ref. Ref.
1 4(22.2%) 14 (77.8%) 2.80 0.081
[0.86;15.5]
zonalizacao_da_inflamacao_portal: 0.369
0 12 (41.4%) 17 (58.6%) Ref. Ref.
1 0(0.00%) 3 (100%) 2.00 0.230
[0.24;106]
2 0 (0.00%) 1 (100%) 0.67 0.600
[0.08;57.1]
actividade: 0.003
0 5(100%) 0 (0.00%) Ref. Ref.
1 4 (23.5%) 13 (76.5%) 13.0 0.005
[1.51;722]
2 2 (20.0%) 8 (80.0%) 133 0.007
[1.49;936]
3 1 (100%) 0 (0.00%) 0.00 1.000
[0.05;275]
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CBP VHC OR p.ratio p.overall

fibrose 2.00 2.00 1.81 0.101 0.149
[0.75;3.00] [2.00;3.00] [0.89;3.68]
topografia_fibrose 1.00 1.00 1.23 0.451 0.510
[1.00;1.00] [1.00;1.00] [0.71;2.13]
reacao_ductular: 0.630
0 11 (39.3%) 17 (60.7%) Ref. Ref.
1 1 (20.0%) 4 (80.0%) 1.22 0.474
[0.27;14.5]
endotelite_portal: 1.000
0 10 (35.7%) 18 (64.3%) Ref. Ref.
1 2 (40.0%) 3(60.0%) 0.53 0.853
[0.13;4.76]
endotelite_centrovenular: 1.000
0 12 (37.5%) 20 (62.5%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.57 0.636
[0.07;48.5]
colestase: 1.000
0 12 (38.7%) 19 (61.3%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.60 0.625
[0.07;51.0]
2 0 (0.00%) 1 (100%) 0.60 0.625
[0.07;51.0]
esteatosis_tipo: 0.238
0 5(25.0%) 15 (75.0%) Ref. Ref.
1 3 (75.0%) 1 (25.0%) 0.08 0.097
[0.02;1.30]
2 2 (50.0%) 2 (50.0%) 0.21 0.387
[0.05;2.63]
3 2 (40.0%) 3(60.0%) 0.31 0.549
[0.07;3.30]
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esteatosis_topografia:

granulomas_epitelioides:

rosetas_hepatocitarias:

emperipolese: 0

balonizacao_hepatocitaria:

corpos_hialinos_de_mallory:

glicogenizacao_nuclear:

CBP

5 (25.0%)

2 (66.7%)

2 (66.7%)

3 (42.9%)

12 (40.0%)

0 (0.00%)

0 (0.00%)

11 (35.5%)

1 (50.0%)

12 (36.4%)

11 (36.7%)

1(33.3%)

12 (37.5%)

0 (0.00%)

VHC

15 (75.0%)

1 (33.3%)

1 (33.3%)

4 (57.1%)

18 (60.0%)

2 (100%)

1 (100%)

20 (64.5%)

1 (50.0%)

21 (63.6%)

19 (63.3%)

2 (66.7%)

20 (62.5%)

1 (100%)

Pagina 4-219 de 337

OR p.ratio p.overall
0.296
Ref. Ref.
0.10 0.229
[0.02;2.01]
0.10 0.229
[0.02;2.01]
0.31 0.420
[0.08;2.50]
0.692
Ref. Ref.
1.26 0.383
[0.15;76.5]
0.63 0.613
[0.08;53.9]
1.000
Ref. Ref.
0.26 0.727
[0.05;6.03]
Ref. Ref.
1.000
Ref. Ref.
0.55 0.949
[0.11;8.45]
1.000
Ref. Ref.
0.57 0.636
[0.07;48.5]
1.000



CBP

0 11 (37.9%)

1 1 (25.0%)
lobulite:

0 7 (46.7%)

1 5 (27.8%)
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49:

0 7 (46.7%)

2 4 (33.3%)

6 0 (0.00%)

8 1 (20.0%)
linfocitos:

0 7 (46.7%)

1 5 (27.8%)
eosinofilos:

0 12 (37.5%)

1 0 (0.00%)
neutrofilos: 0 12 (36.4%)
macrofagos:

0 11 (37.9%)

1 1 (25.0%)

VHC

18 (62.1%)

3 (75.0%)

8 (53.3%)

13 (72.2%)

8 (53.3%)

8 (66.7%)

1 (100%)

4 (80.0%)

8 (53.3%)

13 (72.2%)

20 (62.5%)

1 (100%)

21 (63.6%)

18 (62.1%)

3 (75.0%)
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OR

Ref.

0.87

[0.19:11.3]

Ref.

1.69

[0.54;8.74]

Ref.

1.24

[0.37;7.52]

0.78
[0.09;75.3]

1.56

[0.33;21.5]

Ref.

1.69

[0.54;8.74]

Ref.

0.57

[0.07;48.5]

Ref.

Ref.

0.87
[0.19;11.3]

p.ratio p.overall

Ref.

0.683

0.447

Ref.

0.292

0.807

Ref.

0.518

0.562

0.358

0.447

Ref.

0.292

1.000

Ref.

0.636

Ref.

1.000

Ref.

0.683



CBP VHC OR p.ratio p.overall

plasmocitos: 0.379
0 11 (40.7%) 16 (59.3%) Ref. Ref.
1 1(16.7%) 5 (83.3%) 1.62 0.318
[0.36;18.1]

Tabla 4.3.14 Importancia de las variables morfoldgicas VVHS vs CBP obtenida a partir del algoritmo de BORUTA y
decision (confirmacion de su importancia/rechazo) tomada por el algoritmo respecto a cada una de las variables.

Variables meanimp decision
actividade 9.1214 Confirmed
eosinofilos_em_ep 6.0807 Confirmed

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 5.0060 Confirmed

morfologia_nodular_da_inflamacao 4.2760 Confirmed
linfocitos_em_ep 4.1004 Confirmed
plasmocitos_em_ep 3.6654 Confirmed
n_espacos_porta_ep 1.6237 Rejected
n_ep_inflamados 1.1985 Rejected
fibrose 1.0143 Rejected
topografia_da_inflamacao 0.8668 Rejected
granulomas_epitelioides 0.2758 Rejected
zonalizacao_da_inflamacao_portal 0.2100 Rejected
linfocitos 0.1987 Rejected
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Variables

colestase

endotelite_centrovenular

rosetas_hepatocitarias

emperipolese

corpos_hialinos_de_mallory

eosinofilos

neutrofilos

n_espacos_porta_completos_ep

endotelite_portal

neutrofilos_em_ep

n_ep_sem_ducto

topografia_fibrose

reacao_ductular

n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto

lobulite

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49

balonizacao_hepatocitaria

esteatosis_topografia

macrofagos_em_ep
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meanlmp

0.1256

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

0.0000

-0.0924

-0.2696

-0.2965

-0.3884

-0.5028

-0.5099

-0.5648

-0.5971

-0.6654

-0.7633

-0.7657

-0.7715

decision

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected



Variables meanimp decision

plasmocitos -0.7786 Rejected
glicogenizacao_nuclear -0.7834 Rejected
esteatosis_tipo -0.9187 Rejected
macrofagos -1.2277 Rejected

Tabla 4.3.15 indices de discriminacion y calibracién del modelo VHC vs CBP para variables morfoldgicas, y sus
intervalos de confianza bootstrap al 95%.

est ml_est

Brier score (rescaled) 0.33(0.13t0 0.92)

R2 0.136 (-0.065 to 0.668)
AUC 0.74 (0.572 to 0.868)
D-statistic 0.425 (0.143 to 0.736)

o
~
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o
b
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Figura 4.3.6 Grdfico de calibracion del modelo VHC vs CBP para variables morfoldgicas
estimado en base a las variables seleccionadas.
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4.3.6 HAl vs CBP

En la Tabla 4.3.16 se muestran los frecuencias y porcentajes relativos para las
variables categoéricas, asi como la media y su desviacion estandar (variables
continuas normales) o la mediana y el rango intercuartilico (variables continuas
no normales). Se incluye el odds ratio y su p-valor, asi como el p-valor del test
de asociacion correspondiente (x2, t-test, U-test). No se encuentran
asociaciones significativas.

En la Tabla 4.3.17 se muestran las variables que han sido confirmadas como
importantes, y las que se han rechazado. Ninguna variable contiene informacion

importante para discriminar entre grupos.

Tabla 4.3.16 Tabla descriptiva HAI vs CBP para variables morfoldgicas

CBP HAI OR p.ratio p.overall
N=12 N=16
Nn_espacos_porta_ep 16.2 (5.86) 15.4 (7.28) 0.98 0.768 0.771
[0.88;1.10]
n_espacos_porta_completos_ep 7.00 5.00 0.99 0.846 0.675

[5.25:12.2] [4.00;12.2] [0.89;1.10]

n_ep_sem_ducto: 0.175
0 10 (40.0%) 15 (60.0%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.62 0.615
[0.08;54.8]
2 2 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.188
[0.01;3.12]
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto: 0.429
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topografia_da_inflamacao:

n_ep_inflamados

linfocitos_em_ep:

eosinofilos_em_ep:

neutrofilos_em_ep:

macrofagos_em_ep:

CBP

11 (40.7%)

1 (100%)

3 (75.0%)

9 (39.1%)

0 (0.00%)

4.00
[1.50;10.8]

3 (75.0%)

9 (37.5%)

8 (42.1%)

4 (44.4%)

11 (45.8%)

1 (25.0%)

HAI

16 (59.3%)

0 (0.00%)

1 (25.0%)

14 (60.9%)

1 (100%)

5.00
[2.75;8.25]

1 (25.0%)

15 (62.5%)

11 (57.9%)

5 (55.6%)

13 (54.2%)

3 (75.0%)
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OR p.ratio p.overall

Ref. Ref.

0.00 0.429
[0.01;6.22]

Ref. Ref.

2.10 0.244
[0.44;28.5]

1.50 0.400
[0.17;291]

1.00 0.961
[0.91;1.10]

Ref. Ref.

2.25 0.220
[0.48;30.4]

Ref. Ref.

0.67 0.910
[0.20;4.17]

Ref. Ref.

1.18 0.506
[0.25;15.7]

0.285

0.709

0.285

1.000

0.613

0.253



plasmocitos_em_ep:

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28

morfologia_nodular_da_inflamacao:

zonalizacao_da_inflamacao_portal:

actividade:

CBP

9 (52.9%)

3 (27.3%)

5 (62.5%)

7 (35.0%)

2.00
[0.75;8.00]

8 (42.1%)

4 (44.4%)

12 (44.4%)

0 (0.00%)

5 (62.5%)

4 (30.8%)

2 (33.3%)

1 (100%)

HAI

8 (47.1%)

8 (72.7%)

3 (37.5%)

13 (65.0%)

8.00
[2.00;8.00]

11 (57.9%)

5 (55.6%)

15 (55.6%)

1 (100%)

3 (37.5%)

9 (69.2%)

4 (66.7%)

0 (0.00%)
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OR p.ratio p.overall
Ref. Ref.
2.00 0.212
[0.58;12.8]
0.231
Ref. Ref.
2.03 0.223
[0.57;14.2]
1.21 0.119 0.103
[0.95;1.54]
1.000
Ref. Ref.
0.67 0.910
[0.20;4.17]
1.000
Ref. Ref.
0.75 0.571
[0.09;64.7]
0.319
Ref. Ref.
2.25 0.195
[0.58;19.0]
1.67 0.347
[0.37;21.9]
0.00 0.667
[0.02;16.8]



CBP HAI OR p.ratio p.overall

fibrose 2.00 1.00 1.11 0.747 0.829
[0.75;3.00] [1.00;3.00] [0.59;2.10]

topografia_fibrose 1.00 1.00 1.37 0.227 0.360
[1.00;1.00] [1.00;5.00] [0.82;2.29]

reacao_ductular: 0.355
0 11 (47.8%) 12 (52.2%) Ref. Ref.
1 1 (20.0%) 4 (80.0%) 1.69 0.311
[0.37;20.7]
endotelite_portal: 0.662
0 10 (47.6%) 11 (52.4%) Ref. Ref.
1 2 (28.6%) 5 (71.4%) 1.39 0.425
[0.36;11.1]
endotelite_centrovenular: 1.000
0 12 (44.4%) 15 (55.6%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.75 0.571
[0.09;64.7]
colestase: 0.238
0 12 (48.0%) 13 (52.0%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 3 (100%) 2.57 0.171
[0.30;138]
esteatosis_tipo: 0.327
0 5(29.4%) 12 (70.6%) Ref. Ref.
1 3 (60.0%) 2 (40.0%) 0.19 0.272
[0.05;2.12]

Pagina 4-227 de 337



CBP HAI OR p.ratio p.overall

2 2 (66.7%) 1 (33.3%) 0.13 0.301
[0.03;2.53]
3 2 (66.7%) 1 (33.3%) 0.13 0.301
[0.03;2.53]
esteatosis_topografia: 0.223
0 5(29.4%) 12 (70.6%) Ref. Ref.
2 2 (66.7%) 1 (33.3%) 0.13 0.301
[0.03;2.53]
3 2 (100%) 0 (0.00%) 0.00 0.123
[0.00;2.15]
4 3 (50.0%) 3 (50.0%) 0.29 0.415
[0.07;2.63]
granulomas_epitelioides: 0.492
0 12 (48.0%) 13 (52.0%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.86 0.538
[0.10;74.7]
2 0 (0.00%) 2 (100%) 1.71 0.299
[0.20;106]
rosetas_hepatocitarias: 1.000
0 11 (42.3%) 15 (57.7%) Ref. Ref.
1 1 (50.0%) 1 (50.0%) 0.34 0.857
[0.07;8.08]
emperipolese: 1.000
0 12 (44.4%) 15 (55.6%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 1 (100%) 0.75 0.571
[0.09;64.7]

Pagina 4-228 de 337



CBP HAI OR p.ratio p.overall

balonizacao_hepatocitaria: 1.000
0 11 (42.3%) 15 (57.7%) Ref. Ref.
1 1(50.0%) 1 (50.0%) 0.34 0.857
[0.07;8.08]
corpos_hialinos_de_mallory: 0 12 (42.9%) 16 (57.1%) Ref. Ref.
glicogenizacao_nuclear: 0.355
0 11 (47.8%) 12 (52.2%) Ref. Ref.
1 1 (20.0%) 4 (80.0%) 1.69 0.311
[0.37;20.7]
lobulite: 0.956
0 7(46.7%) 8 (53.3%) Ref. Ref.
1 5 (38.5%) 8 (61.5%) 1.04 0.685
[0.32;5.84]
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49: 0.860
0 7 (46.7%) 8 (53.3%) Ref. Ref.
2 4 (50.0%) 4 (50.0%) 0.62 0.889
[0.17;4.52]
4 0 (0.00%) 1 (100%) 0.78 0.562
[0.09;75.3]
8 1 (25.0%) 3 (75.0%) 1.17 0.511
[0.24;17.7]
linfocitos: 1.000
0 7(43.8%) 9 (56.2%) Ref. Ref.
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CBP HAI OR p.ratio p.overall

1 5 (41.7%) 7 (58.3%) 0.82 0.920
[0.25;4.63]
eosinofilos: 1.000
0 12 (44.4%) 15 (55.6%) Ref. Ref.
1 0(0.00%) 1 (100%) 0.75 0571
[0.09;64.7]
neutrofilos: 0.492
0 12 (46.2%) 14 (53.8%) Ref. Ref.
1 0 (0.00%) 2 (100%) 1.60 0.317
[0.19;98.5]
macrofagos: 0.355
0 11 (47.8%) 12 (52.2%) Ref. Ref.
1 1(20.0%) 4 (80.0%) 1.69 0.311
[0.37;20.7]
plasmocitos: 0.613
0 11 (45.8%) 13 (54.2%) Ref. Ref.
1 1 (25.0%) 3 (75.0%) 1.18 0.506
[0.25;15.7]

Tabla 4.3.17 Importancia de las variables obtenida a partir del algoritmo de BORUTA y decision (confirmacion de su
importancia/rechazo) tomada por el algoritmo respecto a cada una de las variables morfoldgicas
Variables meanlmp decision

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 3.5479 Rejected

n_espacos_porta_completos_ep 2.8591 Rejected
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Variables meanlmp decision

colestase 2.6164 Rejected
granulomas_epitelioides 0.7874 Rejected
n_ep_sem_ducto 0.7801 Rejected
linfocitos_em_ep 0.6355 Rejected
topografia_da_inflamacao 0.4983 Rejected
neutrofilos 0.3109 Rejected
topografia_fibrose 0.2077 Rejected
actividade 0.0683 Rejected
n_ep_sem_arteriola_e_sem_ducto 0.0000 Rejected
zonalizacao_da_inflamacao_portal 0.0000 Rejected
endotelite_centrovenular 0.0000 Rejected
rosetas_hepatocitarias 0.0000 Rejected
emperipolese 0.0000 Rejected
corpos_hialinos_de_mallory 0.0000 Rejected
eosinofilos 0.0000 Rejected
macrofagos_em_ep -0.0262 Rejected
lobulite -0.0570 Rejected
glicogenizacao_nuclear -0.2696 Rejected
plasmocitos_em_ep -0.2919 Rejected
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Variables

neutrofilos_em_ep

esteatosis_topografia

linfocitos

fibrose

predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_49

endotelite_portal

reacao_ductular

morfologia_nodular_da_inflamacao

balonizacao_hepatocitaria

esteatosis_tipo

macrofagos

plasmocitos

eosinofilos_em_ep

Nn_espacos_porta_ep

n_ep_inflamados
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meanimp

-0.3041

-0.3391

-0.4681

-0.4808

-0.6292

-0.7816

-0.7982

-0.8167

-0.8205

-0.9103

-0.9341

-0.9532

-1.2065

-1.2109

-1.3706

decision

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected

Rejected



4.3.7 Resumen de la capacidad discriminativa de las variables
morfologicas

Control vs VHC Control vs HAl Control vs CBP VHC vs HAI VHC vs CBP HAI vs CBP

actividade X X
eosinofilos_em_ep X X
fibrose X X
linfocitos_em_ep X
morfologia_nodular_da_inflamacac X X
n_espacos_porta_completos_ep X
n_espacos_porta_ep X X X X
plasmocitos_em_ep X X X
predominio_de_tipo_de_celulas_inflamatorias_28 X
topografia_fibrose X X

4.4 Fibrosis y actividad necroinflamatoria

En referencia a la fibrosis, en la Tabla4.4.1 se muestra el valor estimado del AUC
para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. En la Figura 4.4.1 se muestran los metabolitos ordenados en funcion de
su FC: FC positivo, en color verde, indica que la concentracion en la condiciéon 1
(Categoria FO fibrosis) es superior a la concentracion en la condicion 2
(Categoria F1 fibrosis), mientras que un FC negativo, en color morado, indica
que la concentracién en la condicién 1 es inferior a la concentracion en la
condicion 2.

Ningun metabolito tiene un AUC superior a 0.80. La capacidad de discriminacion,

en general, es bastante baja.

Tabla 4.4.1 Tabla con el valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el
log2FC estimado. Fibrosis

X AUC Pval FC
Orotic acid 0.7032  0.0050 -0.1449
DL-2-Aminooctanoic acid 0.6792 0.0360 0.2004
Uridine 5’-diphosphate 0.6583 0.0945 -0.0256

Pagina 4-233 de 337



Citraconic acid

2-1sopropylmalic acid

Creatinine

Guanine

Phenylpropiolic acid

5-Methyltetrahydrofolic acid

L-Carnitine

Uric acid

L-Glutamine

Dimethylglycine

Citrulline

Trehalose

3-Phosphoglyceric acid

D-Hexose-Phosphate

Choline

Succinic acid

Methylmalonic acid

Pantothenic acid

3-phosphoshikimic acid

AUC

0.6390

0.6374

0.6228

0.6129

0.6123

0.6040

0.5956

0.5904

0.5841

0.5794

0.5784

0.5752

0.5737

0.5737

0.5726

0.5716

0.5684

0.5664

0.5653
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Pval

0.0286

0.0314

0.0630

0.2360

0.1613

0.1757

0.1294

0.1074

0.2412

0.2396

0.6392

0.2667

0.2570

0.1763

0.2373

0.3164

0.3093

0.5410

0.3030

FC

-0.2633

-0.3462

1.4832

0.1707

-0.1026

-0.1095

-0.1394

-1.4212

-0.4845

-0.1372

0.0683

-0.4289

-0.0672

0.2459

-0.1152

-0.0035

-0.0101

-0.1099

-0.0678



S-Methyl-L-cysteine

Oxoglutaric acid

Taurodeoxycholic acid

Nicotinic acid

Sarcosine

NADH

Niacinamide

Hypoxanthine

Ortho-Hydroxyphenylacetic acid

Betaine aldehyde

L-Alanine

Biotin

L-Threonine

Pyroglutamic acid

Xanthine

Argininosuccinic acid

Imidazole

7-bisphosphate

Glutathione

AUC

0.5643

0.5632

0.5611

0.5569

0.5569

0.5559

0.5549

0.5512

0.5507

0.5465

0.5444

0.5434

0.5413

0.5324

0.5319

0.5308

0.5277

0.5256

0.5256

Pagina 4-235 de 337

Pval

0.2303

0.4102

0.7137

0.4901

0.8423

0.3397

0.2399

0.6765

0.4543

0.9752

0.9748

0.4592

0.5398

0.7434

0.6206

0.5798

0.8990

0.9081

0.7667

FC

-0.0469

-0.0641

-0.2626

-0.1544

-0.0707

-0.0812

0.5509

0.2862

0.0191

0.2057

-0.0978

0.2405

0.2905

-0.0039

0.1509

-0.0053

-0.0632

0.0181

0.0919



L-Tyrosine

Serine

L-Arginine

Trehalose 6-phosphate

2-Aminobenzoic acid

p-Aminobenzoic acid

Taurine

Cholesterol sulfate

1-Methyladenosine

L-Proline

L-Valine

Leu-lle

AUC

0.5246

0.5225

0.5225

0.5225

0.5214

0.5183

0.5162

0.5115

0.5099

0.5089

0.5005

0.5005

Pagina 4-236 de 337

Pval

0.5390

0.7763

0.8183

0.4674

0.9286

0.9778

0.7886

0.3646

0.8189

0.6903

0.7462

0.9684

FC

0.0090

0.1111

0.0582

-0.0225

0.0803

0.1291

0.1143

-0.1252

0.0809

0.0359

0.0237

0.1011
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Figura 4.4.1 Grdfico mostrando los metabolitos ordenados en funcion de su FC (FC positivo (verde) indica que la
concentracion en la condicién 1 (FO) es superior a la concentracion en la condicion 2 (F1), y FC negativo (morado)
indicando mayor concentracion en la condicion 2. Estadio de Fibrosis

En la Tabla 4.4.2 se presenta la frecuencia de seleccién (a partir de las 500
muestras de validacibn cruzada) de los metabolitos, y el pardmetro de
importancia. Como se puede ver, solo la alanina tiene un valor superior a 1 del
parametro de importancia. En la Figura 4.4.2 se presenta esta informacion de

manera gréfica.

En la Figura 4.4.3 se muestran las curvas ROC para los distintos modelos
generados (desde un modelo que incluye sélo 1 metabolito, a un modelo que los

incluye a todos).

Tabla 4.4.2 Tabla con el pardmetro de importancia, y el ranking de la frecuencia con la que son seleccionados cada
uno de los metabolitos. Fibrosis

X Rank.Freq. Importance FO F1

L-Alanine 1 1.0109 Low High
2-1sopropylmalic acid 1 0.7209 Low High
Phenylpropiolic acid 1 0.7206 High Low
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DL-2-Aminooctanoic acid

Citraconic acid

5-Methyltetrahydrofolic acid

7-bisphosphate

L-Carnitine

Creatinine

Dimethylglycine

Cholesterol sulfate

p-Aminobenzoic acid

Choline

Succinic acid

Trehalose 6-phosphate

Xanthine

Uric acid

Ortho-Hydroxyphenylacetic acid

Methylmalonic acid

3-Phosphoglyceric acid

NADH

Guanine

Rank.Freq.

1

Importance

0.6797

0.5992

0.5035

0.4421

0.4126

0.3040

0.2762

0.2407

0.1986

0.1761

0.0009

-0.0075

-0.0130

-0.0403

-0.0571

-0.0660

-0.0789

-0.0806

-0.1514
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FO

High

High

High

Low

Low

Low

High

Low

Low

High

High

Low

High

High

Low

Low

High

High

Low

F1

Low

Low

Low

High

High

High

Low

High

High

Low

Low

High

Low

Low

High

High

Low

Low

High



Citrulline

D-Hexose-Phosphate

Betaine aldehyde

S-Methyl-L-cysteine

Hypoxanthine

Nicotinic acid

Trehalose

Oxoglutaric acid

L-Threonine

Niacinamide

Leu-lle

Biotin

Pyroglutamic acid

L-Glutamine

Pantothenic acid

L-Proline

Taurodeoxycholic acid

L-Tyrosine

1-Methyladenosine

Rank.Freq. Importance
1 -0.1632
1 -0.2275
1 -0.2479
1 -0.2487
1 -0.2503
1 -0.2695
1 -0.2841
1 -0.3058
1 -0.4028
1 -0.4135
1 -0.4184
1 -0.4208
1 -0.4522
1 -0.4731
1 -0.4791
1 -0.4964
1 -0.5001
1 -0.5185
1 -0.5414
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FO

High

High

High

Low

Low

Low

Low

High

Low

Low

High

Low

Low

Low

High

Low

High

Low

Low

F1

Low

Low

Low

High

High

High

High

Low

High

High

Low

High

High

High

Low

High

Low

High

High



L-Valine

Imidazole

Argininosuccinic acid

Glutathione

3-phosphoshikimic acid

2-Aminobenzoic acid

Serine

L-Arginine

Taurine

Rank.Freq. Importance
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-0.6229

-0.6363

-0.6537

-0.6699

-0.6889

-0.7011

-0.7148

-0.9527

-0.9779

FO

Low

Low

High

Low

Low

High

High

Low

Low

F1

High

High

Low

High

High

Low

Low

High

High
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Figura 4.4.2 Frecuencia de seleccion de los diferentes
metabolitos. Fibrosis
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Figura 4.4.3 Curvas ROC para los distintos modelos con orden creciente de metabolitos incluidos.
Fibrosis
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Figura 4.4.4 Curva ROC, AUC e intervalos de confianza al 95% obtenida a partir de 500 muestras de validacion
cruzada. Fibrosis

En la Figura 4.4.5 se muestran las probabilidades predichas para cada uno de los
pacientes, indicando aquellos que han tenido una clasificacion errénea. Se
muestra también la matriz de confusion.

La precision predictiva media estimada por validacion cruzada es 0.59 (en la
Figura 4.4.6 se muestra la precision estimada para el modelo seleccionado,

estimado en base a 100 muestras de validacién cruzada).
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Figura 4.4.5 Probabilidades predichas por el modelo para cada uno de los pacientes. Se incluye el identificador de los
pacientes mal clasificados. Fibrosis
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Figura 4.4.6 Exactitud predictiva del modelo estimada en base a 100 muestras de validacion cruzada. Fibrosis

Para la actividad necroinflamatoria, la Tabla 4.4.3 muestra el valor estimado del
AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el log2FC
estimado. En la figura 3.8 se muestran los metabolitos ordenados en funcion de

su FC.

No hay ningan metabolito con AUC superior a 0.80.
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Tabla 4.4.3 Tabla con el valor estimado del AUC para cada uno de los metabolitos, el p-valor corregido del test t, y el
log2FC estimado. Actividad

X AUC Pval FC
L-Valine 0.6304 0.1613 -0.2702
p-Aminobenzoic acid 0.6218 0.1591 -0.3929
Orotic acid 0.6108 0.1518 -0.2219
2-Aminobenzoic acid 0.6059 0.1372 -0.4248
Pantothenic acid 0.5998 0.4842 -0.0837
Taurodeoxycholic acid 0.5998 0.1518 -0.6580
L-Carnitine 0.5949 0.2404 -0.3080
Creatinine 0.5900 0.2334 0.8295
Niacinamide 0.5900 0.5667 -0.2835
3-phosphoshikimic acid 0.5851 0.3283 0.0602
2-1sopropylmalic acid 0.5851 0.3218 -0.2320
7-bisphosphate 0.5826 0.4610 0.1798
Trehalose 6-phosphate 0.5826 0.3716 0.0201
Glutathione 0.5814 0.2119 0.1056
D-Hexose-Phosphate 0.5789 0.4327 -0.0457
Hypoxanthine 0.5734 0.4234 -0.2060
Taurine 0.5728 0.3786 -0.3198
Uric acid 0.5716 0.7366 -0.9248
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X AUC

Dimethylglycine 0.5685
Choline 0.5679
L-Tyrosine 0.5679
Imidazole 0.5630
L-Arginine 0.5630
Betaine aldehyde 0.5532
Trehalose 0.5477
L-Threonine 0.5471
Leu-lle 0.5459
L-Glutamine 0.5459
1-Methyladenosine 0.5447

Ortho-Hydroxyphenylacetic acid  0.5447

5-Methyltetrahydrofolic acid 0.5435

Xanthine 0.5373
Argininosuccinic acid 0.5361
Citrulline 0.5355
Oxoglutaric acid 0.5337
Citraconic acid 0.5300
Uridine 5’-diphosphate 0.5300
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Pval

0.2885

0.2831

0.2890

0.3563

0.6726

0.9289

0.4232

0.2971

0.4577

0.4944

0.4837

0.4988

0.5278

0.5884

0.6736

0.4125

0.9705

0.8357

0.7715

FC

-0.3074

-0.2962

-0.2188

-0.4079

0.0707

-0.0549

-0.7968

-0.3557

-0.1642

-0.3496

-0.3821

-0.2099

-0.1701

-0.1988

-0.0493

-0.2848

-0.0721

-0.0800

-0.0655



NADH

L-Proline

Biotin

Nicotinic acid

Pyroglutamic acid

3-Phosphoglyceric acid

S-Methyl-L-cysteine

DL-2-Aminooctanoic acid

Cholesterol sulfate

Guanine

Phenylpropiolic acid

L-Alanine

Succinic acid

Serine

Sarcosine

Methylmalonic acid
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AUC

0.5288

0.5275

0.5275

0.5275

0.5257

0.5214

0.5202

0.5177

0.5177

0.5122

0.5092

0.5067

0.5067

0.5055

0.5031

0.5031

Pval

0.6878

0.7066

0.6940

0.6376

0.5516

0.8134

0.4593

0.9221

0.3989

0.9385

0.9144

0.9954

0.8358

0.7443

0.9526

0.8986

FC

-0.1221

-0.1145

-0.2070

-0.3058

-0.1551

-0.0175

-0.1681

0.0698

-0.2526

0.2051

-0.0447

-0.0119

-0.0223

-0.1177

-0.0143

-0.0292
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Figura 4.4.7 Grdfico mostrando los metabolitds ordenados en fuohocién de su FC (FC0 'Bositivo (verde) indica que la
concentracion en la condicion 1 (control) es superior a la concentracion en la condicion 2 (VHC), y FC negativo

(morado) indicando mayor condicion 2. Actividad

Tabla 4.4.4 Tabla con el pardmetro de importancia, y el ranking de la frecuencia con la que son seleccionados cada

uno de los metabolitos.

X

Glutathione

Creatinine

Uric acid

L-Tyrosine

Taurine

p-Aminobenzoic acid

2-Isopropylmalic acid

DL-2-Aminooctanoic acid

3-Phosphoglyceric acid

Cholesterol sulfate
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Rank.Freq.

0.22

0.20

0.16

0.16

0.16

0.14

0.14

0.12

0.12

0.10

Importance

0.6095

-0.0859

0.1084

0.0301

-0.0691

-0.0844

-0.2634

0.4693

-0.1521

-0.0921

FO

High

Low

Low

Low

Low

Low

Low

Low

Low

Low

F1

Low

High

High

High

High

High

High

High

High

High



X Rank.Freq. Importance FO F1

Taurodeoxycholic acid 0.10 -0.2170 High Low
Xanthine 0.08 -0.1499 Low High
L-Threonine 0.08 -0.1997 Low High
Orotic acid 0.08 -0.3039 Low High
Betaine aldehyde 0.08 -0.3445 Low High
L-Valine 0.08 -0.4107 High Low
Pantothenic acid 0.08 -0.5765 High Low
2-Aminobenzoic acid 0.06 -0.0978 Low High
Pyroglutamic acid 0.06 -0.3129 Low High
D-Hexose-Phosphate 0.06 -0.4590 High Low
Niacinamide 0.06 -0.4915 Low High
L-Arginine 0.06 -0.5073 High Low
Choline 0.06 -0.5196 High Low
Trehalose 0.04 -0.3503 Low High
S-Methyl-L-cysteine 0.04 -0.4152 Low High
3-phosphoshikimic acid 0.04 -0.4769 Low High
Dimethylglycine 0.04 -0.6047 High Low
Imidazole 0.04 -0.6240 Low High
L-Proline 0.04 -0.6326 High Low
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X Rank.Freq. Importance FO

Nicotinic acid 0.04 -0.8365 Low

Uridine 5-diphosphate,0.04,-0.948908967297561,Low,High Succinic NA NA
acid,0.04,-1.12760650426893,High,Low L-Carnitine,0.02,-
0.276311153135914,High,Low L-Alanine,0.02,-
0.485491701969001,High,Low NADH,0.02,-
0.590230793994318,Low,High L-Glutamine,0.02,-
0.84195704078078,Low,High Guanine,0.02,-
0.916473752389041,Low,High Hypoxanthine,0.02,-
0.963819066696743,Low,High Leu-1le,0.02,-
0.965228482961332,High,Low 5-Methyltetrahydrofolic acid,0.02,-
1.01078830352089,High,Low Methylmalonic acid,0.02,-
1.21693720364322,Low,High

F1

High

En la Tabla 4.4.4 se presenta la frecuencia de seleccién (a partir de las 500

muestras de validacion cruzada) de los metabolitos, y el parametro de

importancia (se muestran solo los metabolitos con un valor del parametro de

importancia superior a 1). En la Figura 4.4.8 se presenta esta informacion de

manera gréfica.

En la Figura 4.4.9 se muestran las curvas ROC para los distintos modelos

generados (desde un modelo que incluye sélo 1 metabolito, a un modelo que los

incluye a todos).
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Figura 4.4.9 Curvas ROC para los distintos modelos con orden creciente de metabolitos incluidos Actividad.
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5 DISCUSION

En este capitulo se dara respuesta, sucinta y fundamentada en los resultados
obtenidos, a la pregunta que constituye el objetivo principal de este estudio. Se
sugeriran aplicaciones y se alertara de las eventuales implicaciones. No faltaran
citaciones de estudios previos relevantes como parte de la explicacion de los
hallazgos y se someteran a la critica. Las afirmaciones, interpretaciones y
deducciones serdan acompafiadas de modificadores del nivel de certeza. El
mismo principio se aplicara a los objetivos secundarios.
Para facilitar la lectura, se propone que este capitulo sea estructurado en cuatro
subcapitulos:

5.1 Relevancia de la cantidad de la muestra y el método de extraccion

5.2 Objetivo principal

5.30bjetivo secundario a)

5.4 Objetivo secundario b)

5..5 Objetivo secundario c)
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5.1 Relevancia de la cantidad de la muestray el
método de extraccion

En el diagndstico y estadificacidn histologica de las biopsias hepaticas por aguja,
la longitud de los fragmentos es relevante para la fiabilidad de los resultados del
examen anatomopatologico.(127, 128) Sin embargo, en la practica clinica,
raramente el patélogo observa biopsias hepaticas por aguja con mas de 20mm
de longitud.(128)

En nuestra serie de casos, los fragmentos de biopsia por aguja (n=49) tenian
una longitud media de 16,3mm, con un rango entre 7 mmy 43 mm.

La variabilidad de la cantidad de muestra en la biopsia es un factor importante
para establecer el limite de deteccion del ensayo que pretendemos desarrollar y
decidir la cantidad de muestra minima para la validacion se torna fundamental.
Demostramos que la cantidad de tejido es un factor limitante en el proceso de
extraccién de metabolitos al confirmar que los cortes efectuados en el micrétomo
con espesor total de 20um en un fragmento de tejido parafinado con 270mm?de
area, permitieron detectar 154 metabolitos mientras que en un cilindro con 2mm
de diametro (aproximadamente 3mm?) obtenidos de ese mismo blogue
permitieron identificar 95 metabolitos.

El procesado de los tejidos implica someterlos a la accion de varios productos
guimicos en varios ciclos durante horas antes de parafinarlos e incluirlos en
bloques de parafina y este es uno de los factores a los que se le atribuye una
menor capacidad para identificar el mismo nimero de metabolitos en material
parafinado al compararlo con material congelado en fresco.(235) El porcentaje

de metabolitos que no son detectados a partir de tejido parafinado comparado

Pagina 5-252 de 337



con el mismo tejido congelado se sitla en cerca del 40%. Sin embargo, esos
estudios fueron realizados en carcinoma de colon y carcinoma de préstata, no
en tejido hepatico.(234, 235, 280) En el tejido hepatico humano, la mayor parte
de los estudios se realizaron en higado congelado a partir de piezas de
hepatectomia por tumor, por lo tanto, con abundante muestra disponible, con
plataformas de analisis diferentes, disefios no dirigidos (untargeted) y en material
preferencialmente congelado.(281, 282)

En el trabajo publicado por Wojakowska et al.(233), el método de extraccion de
metabolitos a partir de tejido parafinado incluyé la fase de desparafinacion con
xylol y dos fases de extraccion en las que utilizd en ambas, un método mecanico
por ultrasonidos. El tejido utilizado fue rifion de raton en condiciones controladas
y con abundante tejido disponible. Utilizando una plataforma GC/MS consiguio
detectar 60 metabolitos.

Arima et al.(234) prescindio de la fase de desparafinacion y utilizé un método de
extraccion utilizando como solvente el metanol a 70°C y utlizando una
plataforma UPLC/MS consiguié detectar 197 metabolitos en el material
parafinado que también estaban presentes en el material congelado. El tejido
utilizado fueron fragmentos de cancer de colon de piezas de colectomia, por lo
tanto, con abundante muestra disponible.

Evaluar de forma grosera el método de extraccion en funcion de la cantidad de
metabolitos detectados por uno u otro método puede ser un gran error. Factores
como la propia naturaleza del producto analizado y el procedimiento de seleccion
de la muestra parecen muy relevantes, asi como tener la seguridad de lo que se
esta analizando. En el caso del cancer de colon y tal como describe Arima et

al.(234) la seleccion del tejido consistié en obtener un fragmento del tumor para

Pagina 5-253 de 337



posteriormente congelarlo y evaluar en cortes de hematoxilina y eosina, las areas
tumorales y no tumorales en cada muestra de cada paciente. En el analisis
comparativo, entre los resultados del material congelado y el material parafinado,
describe una “pérdida” de deteccion de metabolitos en el material parafinado del
45%. Con esta descripcion del procedimiento, parece razonable pensar que la
presencia o ausencia de materia fecal en cada muestra no se tuvo en cuenta y
aunqgue su efecto en los resultados es desconocido, parece muy probable que
este efecto exista con implicaciones en la cantidad de metabolitos detectados en
muestras del mismo tejido preservadas de forma diferente, una vez que las
heces, aparte de que no son asépticas y contener numerosos metabolitos, ya
mostraron su utilidad como muestra idénea en el estudio del metaboloma del
microbioma y su estudio es objeto de una base de datos de metaboloma de
heces humanas.(283)

Los resultados del estudio de Wojakowska et al.(233) nos parecen mas
comparables a los obtenidos en nuestro trabajo, aunque hay diferencias
significativas en la especie, el tipo de tejido utilizado y la fijacion.

Parece evidente que los factores asociados a la muestra, principalmente la
cantidad de muestra y método de preservacion, influyen en el resultado de la
extraccion de metabolitos. Sin duda, el método de extraccidn es importante, pero
determinar cual es el mejor método en el caso de los tejidos parafinados
dependera en gran medida del objetivo del estudio.

Seran necesarios estudios que, con diferentes métodos de preservacion del
tejido y utilizando diversos tejidos humanos se analice la “rentabilidad” de los

diferentes métodos de extraccion para los diferentes tipos de metabolitos. Sélo
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asi se podréa llegar a una estandarizacion de los estudios metabolomicos en

material parafinado.

5.2 Objetivo principal

El modelo predictivo entre el grupo diagndéstico control y el grupo VHC lo
constituye once metabolitos seleccionados, considerados importantes: carnitina,
sarcosina, acido metilmalénico, acido succinico, alanina, acido 2-isopropilmalico,
acido p-aminobenzoico, acido nicotinico, acido ordtico, acido argininosuccinico y
metilcisteina. De estos once metabolitos la carnitina y la sarcosina son los que
tienen mayor importancia en nuestro modelo. Exceptuando el acido
argininosuccinico, la sarcosina, la tirosina, la alanina y la metilcisteina, todos los
demas metabolitos mencionados estdn aumentados en la VHC respecto al
control.

La carnitina es un aminoacido no esencial cuya funcion mas importante es el
transporte de grasas a las mitocondrias de las células musculares siendo un
factor fundamental en el metabolismo de los &cidos grasos en mamiferos y para
la obtencién de energia.(181) Este aminoacido se obtiene a través de la dieta
pero puede ser sintetizado enddégenamente en el higado y en el rifion.(284) La
carnitina y sus derivados, bajo la forma de acilcarnitinas, son metabolitos
considerados relevantes en modelos discriminativos y de analisis de vias
metabdlicas en suero y orina de pacientes con VHC y hepatocarcinoma. Las
acilcarnitinas estarian elevadas en el suero de estos pacientes, mientras que la
carnitina estaria disminuida en la orina de pacientes con VHC.(263, 266, 267)

La carnitina parece estar disminuida también en el suero de los pacientes con
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VHC, y a pesar de estar mas elevada en los pacientes con cirrosis por VHC,
estos continGian teniendo niveles mas bajos si los comparamos con las personas
sanas.(285)

Los mecanismos de la deficiencia de carnitina en el suero de pacientes con VHC
no estan bien aclarados, aunque hay autores que defienden la hipotesis de una
deficiencia en la sintesis hepatica.(286) Nuestros resultados ponen en duda esta
hipotesis una vez que constatamos un aumento de carnitina hepatica en los
pacientes con VHC (ver Tabla 4.1.19). Una teoria alternativa se basaria en una
transformacion extrahepatica de la carnitina en acilcarnitinas que, al no ser
correctamente metabolizadas, quizas por una regulacion a la baja de una enzima
como la carnitinapalmitoiltransferasa 2 (CPT2), aumentan los niveles de
acilcarnitinas en el suero y disminuyen los niveles de carnitina libre. El hecho de
que los niveles de acilcarnitinas en el suero son considerados marcadores
substitutos de la actividad de la CPT2 apoya esta nuestra teoria.(287)
La sarcosina es un aminoacido omnipresente en todo el cuerpo y es generado a
partir de la colina ingerida en los alimentos, asi como del metabolismo de la
metionina pasando, la sarcosina, a ser degradada rapidamente a glicina, al
mismo tiempo que la glicina puede pasar a sarcosina por medio de una reaccion
enzimatica.(181) La sarcosina no se encuentra entre los metabolitos mas
relevantes en las diferentes publicaciones consultadas sobre metabolémica en
la VHC, que fueron mayoritariamente realizadas en suero y orina humanos. Sin
embargo, la glicina parece estar disminuida en el suero de pacientes con cirrosis

por VHC y aumentada en la orina de pacientes con VHC.(256, 263, 266)
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El acido metilmaldnico, el acido p-aminobenzoico o p-aminobenzoato, el acido
2-isopropilmalico, el &cido nicotinico, seran comentados con detalle en la
discusion de los patrones de correlacion y red de correlaciones perturbadas. En
la literatura consultada, estos metabolitos junto con la alanina, &cido orético,
acido argininosuccinico y metilcisteina o S-Metil L-cisteina, no fueron descritos
como relevantes en pacientes con VHC en muestras de plasma, suero y orina.
En cultivos celulares de células hepatocitarias Huh-7.5 que fueron infectadas
con el virus de la VHC y realizado el estudio metabolomico después de 24h, 48h
y 72h desde la infeccion, mostré un aumento significativo de alanina y descenso
significativo de carnitina y acilcarnitinas. Asi, entre los 250 metabolitos
cuantificados no constan el acido orético, &cido argininosuccinico ni la
metilcisteina o S-Metil L-cisteina.(259) Estos resultados discordantes con los
obtenidos en nuestro estudio tienen escaso significado o un significado
condicionado por el hecho de que las células Huh-7.5 son células de
hepatocarcinoma y porque el medioambiente del cultivo, por muchos cuidados
que se tenga en el control de los parametros, nunca sera como aquel del que
procede la biopsia hepéatica sin hepatocarcinoma donde la interaccién entre
estructuras y diferentes tipos celulares que constituyen el tejido estan
preservadas, mientras que en el cultivo no.

El modelo predictivo que disefiamos para discriminar entre VHC y los casos
control ofrece una buena capacidad discriminativa con un area bajo la curva de
0.808 y una exactitud predictiva de 76,4%.

La carnitina y la sarcosina también se revelan como metabolitos importantes en
el modelo predictivo, constituido por siete metabolitos, de Control vs HAI.

Aunque en la literatura consultada, apenas en los derivados de la carnitina
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(acilcarnitinas) fueron descritas alteraciones de sus niveles en el suero de
modelos de HAI en ratones.(288)

Este modelo predictivo de Control vs HAI no consiguio clasificar adecuadamente
cinco casos de HAI por la gran variabilidad clinica de los mismos. Tres casos
estaban a tratamiento con corticoides y en dos de ellos tenian asociada
azatioprina y otro tenia asociado micofenolato de mofetilo. Uno de estos tres
casos era seronegativo con hipergammaglobulinemia a tratamiento con
corticoides y azatioprina (ver Tabla 3.1.1). Los dos casos restantes que no fueron
correctamente clasificados por el modelo eran casos de HAI tipo 1 sin tratamiento
en el momento de la biopsia. En lo referente a los tres casos control que fueron
mal clasificados, por la naturaleza del producto (biopsia de higado donante) no
tenemos datos suficientes que puedan ser comparados.

En nuestra serie de HAI hay cuatro casos que estaban bajo tratamiento con
corticoides, tres asociados a azatioprina y uno a micofenolato de mofetilo, en el
momento de la biopsia. Tres de estos cuatro casos fueron incorrectamente
clasificados por nuestro modelo, por lo que parece probable que la terapéutica
tenga efecto en el perfil metabolémico esperado de la HAL.

El colesterol sulfato es un esteroide enddgeno con multiples funciones
regulatorias que incluyen la activacién enzimética, la adhesion de queratinocitos
y sefial de transduccion.(289) Esta disminuido en los casos de HAI de nuestro
estudio con respecto al grupo control hasta el punto de que es un metabolito
importante en nuestro modelo discriminativo (ver Tabla 4.1.19). Desde el punto de
vista funcional, el colesterol sulfato inhibe la activacién de los linfocitos T por el
bloqueo de la sefalizacion de los receptores de células T (TCR).(290) En la

literatura consultada se mencionan metabolitos que traducen una perturbacion
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del metabolismo del colesterol en contexto de HAI, pero relacionado con la
biosintesis de &cidos biliares en contexto de cirrosis descompensada por HAl y
no con la inflamacion.(244) No encontramos ninguna mencion del colesterol
sulfato en contexto de HAI por lo que, de ser validada esta primicia, podria ser
un punto de partida para ponderar una eventual intervencion terapéutica
teniendo como diana el colesterol sulfato en contexto de HAI. Esta intervencion
podria ser apenas a través del aporte nutricional de alimentos con alto contenido
en sulfuros, como es recomendado en otros contextos como la
aterosclerosis.(291)

En nuestro modelo predictivo, ningin metabolito presenta un AUC superior a
0.80. El valor del AUC del modelo es de 0.815 con un intervalo de confianza muy
amplio préoximo a 0.5, por lo tanto, cerca del limite de no discriminacion.
Probablemente a este intervalo de confianza contribuyen los casos mal
clasificados de HAI en tratamiento al momento de realizar la biopsia.

En modelos experimentales en ratones que intentan reproducir la colangitis
esclerosante primaria y la CBP, se menciona una disminucion del glutatién en el
plasma.(248) Sin embargo, nuestro estudio revela una mayor concentracion de
glutatiébn en la biopsia hepatica de pacientes con CBP al compararlo con el
control (ver Tabla 4.1.19).

El imidazol se postula en nuestro modelo “Control versus CBP” como uno de los
metabolitos con mayor importancia (ver Tabla 4.1.19 Yy Tabla 4.1.8). No obstante,
ningun trabajo publicado de los consultados en la literatura menciona este
metabolito en el contexto de CBP. Sin embargo, el imidazol se asocia a la
histamina y a la histidina, siendo la histidina un aminoacido esencial a partir del

cual se sintetiza la histamina.(181) Una vez que los niveles de histamina
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aumentan en situaciones de enfermedad hepatica crénica colestatica como la
CBP, parece razonable pensar que el aumento de su sintesis debe ir
acompafiado de un aumento de la sintesis de imidazol.(292) No sabemos los
niveles de concentracion de histidina e histamina de las biopsias hepéticas de
nuestro estudio porque no constan en nuestro panel de metabolitos validados
para el ensayo.

El &cido urico es otro de los metabolitos mas importantes en nuestro modelo
discriminativo entre CBP y el grupo control (ver Tabla 4.1.19 y Tabla 4.1.8). ES un
producto final del metabolismo de las purinas y es un antioxidante.(181) Aunque
no esté descrito como un metabolito relevante en las publicaciones consultadas,
si esta descrito el estrés oxidativo como un fenédmeno importante en la CBP, por
lo que el consumo de acido Urico podria ser una consecuencia de este aumento
del estrés oxidativo. No obstante, aunque hay estudios que justifican la
hipouricemia en los pacientes con CBP por un aumento de la excrecién renal, al
mismo tiempo no se descarta una disminucién de su produccion.(293, 294)

La leucina es un aminoacido esencial importante en la sintesis proteica.(181)
Aungue este aminoacido no es mencionado en la literatura consultada como
relevante en contexto de CBP, en nuestro estudio este aminoacido esté
disminuido en los casos de CBP al compararlo con el grupo control (ver Tabla
4.1.19).

La arginina, aminoacido esencial cuyo consumo aumenta en estados catabolicos
como sepsis y cancer,(181) se muestra disminuida en el caso de la CBP al
compararlo con el control en nuestro estudio (ver Tabla 4.1.19). También se ha
descrito una disminucion de la arginina en el plasma de ratones, a los que se les

indujo enfermedad hepatica colestatica como modelo de CBP.(248)
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El 4cido 2-amonibenzoico es una toxina urémica derivada del triptéfano y la
exposicion cronica del organismo a este tipo de toxina provoca dafio renal,
enfermedad renal cronica y cardiovascular.(181) En nuestro estudio, este
metabolito estd aumentado en la CBP en su comparacién con el control (ver Tabla
4.1.19). La relacién de este metabolito con un hipotético dafio renal que provoque
un aumento de la excrecion renal de acido Urico esta aun por descifrar.

Uridina 5’-difosfato, Carnitina, 1-metiladenosina, tirosina y betaina aldehido
estan disminuidas en el grupo de las colangitis biliares primaria al compararlo
con el control. De todos ellos, apenas la tirosina y la carnitina fueron descritos
como metabolitos relevantes en la literatura consultada. Por un lado, se ha
descrito un aumento de la tirosina y por otro lado una disminucion de carnitina
(carnitina libre y otras carnitinas) en el suero de pacientes con CBP cuando se
compararon con el grupo control.(295, 296) Si tomamos estos datos como
reproducibles en el suero de los pacientes de nuestro estudio, podemos inferir
gue es muy probable una disminucién de la sintesis de carnitina en los pacientes
con CBP. En el caso de la tirosina, al constatarse una disminucién en el tejido
hepatico con un aumento en el suero, es probable que esta disparidad pueda
deberse a un problema en la incorporacién de la tirosina procedente de la dieta
en el higado o una disminucién de la sintesis hepatica, o0 ambas. Para los
restantes metabolitos que se encuentran significativamente disminuidos (ver
Tabla 4.1.19) en nuestro estudio, no hemos encontrado referencia en la literatura
consultada.

Nuestro modelo discriminativo entre el grupo control y el grupo de la CBP
presenta una excelente capacidad discriminativa entre estos dos grupos con un

AUC de 0.964 y un intervalo de confianza muy estrecho.
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Once metabolitos fueron seleccionados en el modelo discriminativo entre el
grupo de VHC y la HAI. En cuatro de ellos se demostré una disminucion
significativa (sarcosina, alanina, acido argininosuccinico y metilcisteina) y siete
estaban significativamente aumentados (&cido 2-lsopropilmalico, &cido
metilmaldnico, &cido fenilpropidlico, acido succinico, acido orético, colina, &cido
oxoglutarico) — ver Tabla 4.1.19. La anemia perniciosa frecuentemente se asocia a
enfermedades autoinmunes. Aunque el déficit de vitamina B12 aparece en la
literatura consultada, en dos casos publicados, coexistiendo con HAI, nos parece
razonable pensar que esta situacion puede ser mas comun de lo que parece,
teniendo en cuenta el resultado de nuestro estudio referente al acido
metilmalonico. Una vez que la concentracion de acido metilmaldnico tiene una
relacion inversamente proporcional a los niveles de vitamina B12 en el suero y
si esto es extensible a la biopsia hepética, la hipo6tesis de la deficiencia de
vitamina B12 en pacientes con HAI parece posible.(297-299)

Todos estos metabolitos constituyen el modelo predictivo entre el grupo de VHC
y la HAI que tiene buena capacidad de discriminacion con un AUC de 0.888 y
una exactitud predictiva de 0.767.

El modelo predictivo para el grupo de VHC y la CBP est& constituido por nueve
metabolitos de los cuales tres estan aumentados en la CBP (Imidazol, acido 2-
isopropilmalico y el acido 2-aminobenzoico) y seis estan disminuidos (Acido
arico, Tirosina, Arginina, 1-metiladenosina, Leucil-isoleucina) — ver Tabla 4.1.19.
Se verifica que, de todos los metabolitos de este modelo predictivo, apenas uno
de ellos, el acido 2-isopropilmalico, consta en el modelo predictivo entre los

grupos control y el grupo de VHC, estando en ambos modelos aumentado. Todo

Pagina 5-262 de 337



apunta a que este aumento es mas acentuado en la CBP. Este modelo refleja
una excelente capacidad discriminativa.

El modelo predictivo entre el grupo de HAI y la CBP revel6 una capacidad
discriminativa excelente. En la CBP incluye cinco metabolitos que estan
aumentados (Imidazol, 2-Aminobenzoic acid, Taurodeoxycholic acid,
Glutathione, DL-2-Aminooctanoic acid) y cinco metabolitos que estan
disminuidos (Uric acid, L-Arginine, L-Tyrosine, Betaine aldehyde, S-Methyl-L-

cysteine).

5.3 Objetivo secundario a)

El primer hallazgo de este andlisis de redes de correlaciones perturbadas es la
diferencia de los metabolitos con mayores correlaciones diferenciales medias y
los metabolitos que constituyen los hubs de los médulos generados para cada
grupo diagnéstico cuando los comparamos entre ellos. Por lo que podemos
inferir que el fenotipo molecular difiere entre los diferentes grupos diagndsticos
analizados, teniendo en cuenta siempre que este no es un analisis discriminante.
El modelo de correlaciones perturbadas establece correlaciones entre
metabolitos a través de un analisis estadistico que nos asegura que estas
correlaciones no son debidas al azar sin tener en cuenta, desde el punto de vista
bioldgico, si esas correlaciones estan identificadas en las bases de datos de vias
metabdlicas.(300)

La “hexose phosphate” es la fructosa 6-fosfato y la “trehalose sucrose” es la
sucrosa. Estos dos metabolitos, identificados como haciendo parte del modulo

referido por el andlisis de correlaciones perturbadas entre el grupo control y el
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grupo de VHC, estan presentes en la via metabdlica del almidon y de la sucrosa
que a su vez esté relacionada con la via de la glicdlisis y gluconeogénesis. A
este respecto existe evidencia de que el metabolismo de la glucosa esta
perturbado en las células infectadas por el virus de la VHC y hay modelos que
apuntan que existe un aumento de la gluconeogénesis mediada por la accion del
virus C, explicando la diabetes y la resistencia a la insulina que afecta a muchos
enfermos con VHC.(301)

El &cido metilmaldnico es un intermediario vital en el metabolismo de las grasas
y proteinas. La forma ligada de la coenzima A al acido metilmalénico, la
metilmalonil-CoA, es transformada en succinil-CoA por la metilmalonil-CoA
mutasa en una reaccion que requiere vitamina B12 como cofactor y que permite
que el acido metilmaldnico entre en el ciclo de Krebs.(181) Nuestro analisis de
redes de correlaciones perturbadas sefiala al acido metilmalénico como un
metabolito importante en sus correlaciones con otros metabolitos que
constituyen el médulo identificado entre el grupo control y el grupo de VHC. Es
conocido que los niveles del &cido metilmaldnico se relacionan de forma inversa
con los niveles de vitamina B12 en suero por lo que se ha propuesto como un
potencial marcador de deficiencia de B12.(302) En algunos estudios se relacion6
a la vitamina B12 como un factor importante en el tratamiento de la VHC, ya que
aumentaba la respuesta virolégica sostenida en pacientes tratados con
regimenes de interferon pegilado y ribavirina por un mecanismo que bloquea la
replicacion viral. (303, 304)

Otro metabolito importante en nuestro moédulo de la red de correlaciones
perturbadas entre el grupo control y el grupo de VHC, es al acido 2-

isopropilmalico. Este compuesto es un acido graso con un grupo hidroxilo que
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se incorpora a nuestro organismo por ingestibn o por bacterias
(microbioma).(181) Es un metabolito presente en vias metabdlicas de levaduras,
plantas y bacterias, pero no tiene via metabdlica conocida en el ser humano,
otros mamiferos, aves e insectos.(242) Sin embargo, este metabolito ha sido
identificado en muestras de orina y hemofiltrados humanos.(305, 306) En el
suero de pacientes con MAFLD (ex NAFLD), este metabolito esta
significativamente disminuido. En pacientes con asma, la asociacion del 4cido 2-
isopropilmélico y betaina medidos en el suero, se comporté como un fuerte
discriminador entre los nifios con asma y del grupo control.(307) En el caso del
higado, un interesante experimento llevado a cabo en cerdos demostré que este
organo libera de forma significativa acido 2-isopropilmélico comparando las
concentraciones de la sangre arterial con la sangre venosa.(308) En el contexto
de nuestro mdédulo de la red de correlaciones perturbadas, el papel de este
metabolito supone una incognita. A pesar de ser un metabolito cuya funcion en
los mamiferos no es conocida, parece razonable pensar, a la luz de los
resultados de nuestro analisis y de los resultados encontrados en la literatura,
que esa funcion puede existir.

En el caso de la HAI el metabolismo de los aminoacidos parece estar
perturbado, sefialando el andlisis de vias metabdlicas un papel tanto la via de la
biosintesis de la fenilalanina, tirosina y triptéfano, como la del metabolismo de la
tirosina y de la fenilalanina. Estas vias ya fueron referidas como relevantes en
un modelo en ratén al que se le indujo una enfermedad autoinmune de tipo artritis
reumatoide, sefialando el estudio metabolémico a partir de muestra de orina, la
importancia de la fenilalanina en el metabolismo energético y en la produccion

de dopamina y norepinefrina, mientras que el del triptéfano tendria un papel
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importante como regulador de la proliferacién de linfocitos T.(309) Se han
documentado alteraciones significativas en los niveles de tirosina y fenilalanina
a partir de estudios metabolémicos en plasma de pacientes con HAI comparados
con individuos sanos.(243)

El dltimo modulo identificado resalta el papel del metabolismo de la taurina e
hipotaurina en la comparacion entre el grupo de HAIl y el grupo control. La taurina
es un aminoacido no esencial que procede del metabolismo del &cido
taurocdlico, que es uno de los componentes principales de los acidos biliares no
sulfatados presentes en la orina de pacientes con atresia biliar primaria y tiene
un efecto colerético.(181) El &cido taurocolico esté elevado en el plasma de los
pacientes cirréticos y tiene un papel promotor de la cirrosis, demostrado en
cultivos celulares de células “estrelladas” hepaticas, por lo que ha sido propuesto
como diana terapéutica en las hepatitis cronicas.(310) Pero la fuente principal de
taurina en la via del metabolismo de la taurina e hipotaurina es la L-cisteina.(311)
Habiendo varias fuentes de taurina, parece razonable que no deba ser
considerada un fiel substituto del acido taurocélico en el estudio de la fibrosis
hepatica.

El hub constituido por el &cido citraconico, también conocido como acido maleico
o simplemente maleato, es un subproducto del metabolismo de la tirosina y es
un &cido graso que hace parte del metabolismo del butanoato y que a su vez
esta relacionada con el ciclo del citrato, la gluconeogénesis/glicolisis y también
con el metabolismo de la alanina, aspartato y glutamato. La alanina es uno de
los links que establece nuestro modelo con el &cido citraconico.(311) La
relevancia de metabolitos relacionados con el metabolismo energético en la HAI

ya fue relatada en un estudio metabolomico realizado en plasma donde los
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niveles de piruvato, lactato, acetato, acetoacetato y glucosa estaban elevados
en estos pacientes cuando fueron comparados con otros grupos
diagndsticos.(243)

Nuevamente, el acido isopropilmalico es un metabolito destacado en este ultimo
ma&dulo identificado en la red de correlaciones perturbadas entre el grupo control
y el grupo de HAI, que constituye el segundo hub de este ultimo modulo. Como
referido anteriormente, contindia siendo una incégnita.

El acido fenilpropidlico, que tanto puede ser acido L- fenil-lactico como el acido
D-fenil-lactico, constituye el hub de uno de los seis modulos identificados en la
red de correlaciones perturbadas entre el grupo control y el grupo de la CBP.
Mientras que el acido fenil-lactico en su forma L (L-fenil-lactico) es un producto
del catabolismo de la fenilalanina en humanos, su forma D (D-fenil-lactico) es
tipicamente derivado de bacterias.(181) Un aumento de este metabolito en las
muestras de hemocultivos fue detectado en pacientes con sepsis u otras
complicaciones infecciosas relacionadas con Klebsiella, E.colli, Stafilococcus
aureus, enterococos, bifidobacterias, lactobacterias, Acinetobacter, Clostridium
sporogenes y eubacterias, siendo los valores de produccion de este metabolito
mas elevados en los casos de E.colli y Klebsiella.(312) Asi, bacterias productoras
de D-fenil-lactico fueron identificadas en pacientes con CBP, siendo candidatas
a constituir uno de los posibles factores ambientales desencadenantes de la
enfermedad, como es el caso de E. colli, Klebsiella, Staphilococcus aureus y el
Lactobacillus delbrueckii.(313) Si fuese cierta la teoria del microbioma, por la
cual se explica que la exposicion de un antigeno bacteriano y la reaccion
inmunologica subsecuente genera autoanticuerpos AMA por reaccion cruzada

debido a la analogia entre el antigeno bacteriano y proteinas del complejo de la
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piruvato deshidrogenasa, este hallazgo puede ser relevante al demostrar que el
estimulo antigénico bacteriano persiste en el tiempo y quizds una terapéutica
antibacteriana dirigida pueda contribuir al control de la enfermedad.(314, 315) A
este respecto, la rifampicina es el tratamiento de segunda linea para el
tratamiento del prurito en pacientes con CBP al reducir los niveles de unos
mediadores causantes del prurito, las autotaxinas, pero también fue descrito que
reduce los niveles de FA en estos pacientes.(316, 317) Es curioso que la
rifampicina es un agente antimicrobiano eficaz contra E colli y Staphilococcus
incluso cuando estan localizados dentro de los macréfagos y de los neutrofilos
respectivamente.(318). Mientras que la forma (L) del acido fenil-lactico es un
producto del catabolismo de la fenilalanina, no se conoce todavia la via
metabdlica en humanos para la forma (D).(175) El elevado numero de
correlaciones que establece este metabolito en nuestra red de correlaciones
perturbadas con otros metabolitos y, por lo tanto, con otras vias metabdlicas, aln
esta por aclarar y parece razonable pensar que su relevancia demostrada en
este mddulo pueda estar relacionada con lo expuesto.

El segundo médulo identificado en esta red entre el grupo control y el grupo de
CBP muestra dos hubs cuyos metabolitos son el succinato y el &cido
metilmalénico. El acido metilmalénico, como se menciond previamente, es un
intermediario del metabolismo de las grasas y proteinas que a través de varias
reacciones es convertido en succinil-CoA y de esta forma entra en el ciclo de
Krebs y el succinato es un componente del ciclo de Krebs.(181) Asi, para este
segundo modulo, el analisis de las vias metabdlicas apunta para una

perturbacion en la via del metabolismo de los aminoacidos (metabolismo de la
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fenilalanina) y el metabolismo de los carbohidratos (metabolismo del almidon y
la sucrosa).

La betaina aldehido es sintetizada en el higado y en el rifibn a partir de
colina.(181) Es un componente que hace parte del metabolismo de los
aminoécidos y mas concretamente del metabolismo de la glicina, serina y
treonina.(181) El nicotinato o &cido nicotinico, también conocido como niacina o
vitamina B3, hace parte del metabolismo de cofactores y vitaminas (metabolismo
del nicotinato y nicotinamida), importantes en el metabolismo energético.(181)
En este tercer médulo del andlisis de redes de correlaciones perturbadas entre
el grupo control y el grupo de CBP, estos dos metabolitos constituyen cada uno
un hub de este modulo. Perturbaciones en el metabolismo de los aminoacidos
(metabolismo de la glicina, serina y treonina) ya fueron descritas en estudios
metaboldmicos en muestras de suero de pacientes con CBP.(249) La
hipercolesterolemia se asocia comiunmente a la CBP y la niacina tiene un potente
efecto regulador de la lipidemia aumentando el colesterol HDL y disminuyendo
el colesterol VDL y el LDL .(319, 320) La eficacia del tratamiento de la
hipercolesterolemia con vitamina B3 aun esta por aclarar.

El cuarto modulo del andlisis de redes de correlaciones perturbadas entre el
grupo control y el grupo de CBP lo constituyen tres hubs representados por los
metabolitos alfa ketoglutarato, acido fenilpropiélico y glutatiéon. El alfa
ketoglutarato es un componente importante en el ciclo de Krebs, tiene un efecto
estimulante de la sintesis proteica y disminuye el catabolismo de las
proteinas.(181) Cuando es administrado como suplemento nutricional puede

aumentar significativamente en el plasma los niveles de insulina, el factor 1 de
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crecimiento de tipo insulina y el factor de crecimiento.(321) En nuestra serie,
ninguno de los doce pacientes con CBP tenian el diagndstico de diabetes.
Sobre el papel del acido fenilpropidlico, otro hub de este cuarto moédulo, ya fue
discutido anteriormente.

El glutation es un eficaz antioxidante que participa en varias reacciones
enzimaticas ,entre las que se destaca aquellas direccionadas a la eliminacion de
toxicos, por lo que su uso clinico es diverso, como por ejemplo en la prevencion
de la toxicidad del oxigeno en camaras hiperbaricas, tratamiento de la
intoxicacion por plomo y metales pesados, para disminuir la toxicidad de los
tratamientos radioterapicos y quimioterapicos en el tratamiento contra el
cancer.(181) En el caso de ciertos medicamentos como el paracetamol, se
producen substancias quimicas téxicas que inducen la muerte celular al
reaccionar con proteinas celulares, como es el caso de la N-acetil-p
benzoquinona iminina (NAPQI), que son neutralizadas por el glutatiéon que es
consumido en este proceso de detoxificacion.(181) El estrés oxidativo, en el
contexto de la CBP, ha sido descrito como una caracteristica importante de esta
enfermedad.(322) Los mecanismos subyacentes en la produccion de
anticuerpos AMA y la exposicion de autoantigenos del PDC-E2, con la
subsecuente pérdida de tolerancia inmunolégica en pacientes con insuficiencia
hepética aguda por intoxicaciébn con paracetamol, se ha propuesto como un
evento crucial en la iniciacion de la CBP.(322) En nuestro modelo de redes de
correlaciones perturbadas entre el grupo control y el grupo de CBP, el glutation
es uno de los hubs del cuarto modulo identificado. Este metabolito parece estar
disminuido en las células epiteliales de los ductos biliares hepaticos en pacientes

con CBP, y el tratamiento con UDCA corrige parcialmente los niveles de glutation
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en el plasma de estos pacientes.(323, 324) En nuestra serie, siete de los doce
pacientes con CBP tomaban UDCA en el momento de la biopsia (ver Tabla 3.1.1),
sin embargo su perturbacion en este grupo diagnéstico fue significativa, hasta el
punto de ser considerado un hub en nuestro modelo de redes de correlaciones
perturbadas.

El quinto médulo identificado en nuestra red de correlaciones perturbadas entre
el grupo control y el grupo de la CBP tiene como hub la treonina. El andlisis de
vias favorece el metabolismo de los aminoacidos y de traslacién, concretamente
la biosintesis de arginina y la biosintesis de aminoacil-tRNA. El metabolismo de
la glicina, serina y treonina se ha relacionado con la CBP a partir del andlisis de
vias metabdlicas de metabolitos identificados en suero de pacientes con CBP.
Sin embargo, las correlaciones identificadas en nuestra red con el resto de los
metabolitos que conforman el modulo y las vias metabdlicas de la biosintesis de
arginina y biosintesis de aminoacil-tRNA estan por aclarar.(249)

El sexto médulo identificado en la comparacion entre el grupo control y el grupo
de CBP en nuestro modelo de redes de correlaciones perturbadas, tiene como
hub la shikimato 3-fostato. El andlisis de vias metabdlicas del conjunto de
metabolitos de este mddulo favorece la perturbacion de la via metabdlica de los
acidos nucleicos (metabolismo de la pirimidina), descrita con anterioridad a partir
de suero de pacientes con CBP.(249) La correlacién encontrada en nuestra red
de la shikimato 3-fosfato con los restantes metabolitos es desconocida, dado que
la via metabdlica de la shikimato (via del shikimato) ha sido descrita apenas en
plantas y microorganismos, nunca en animales.(325)

El &cido hidroxifenilacético o también llamado fenilacetato es un acido carboxilico

relacionado con el metabolismo de la urea y que tiene un efecto benéfico en
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situaciones de hiperamonemia, al favorecer la eliminaciéon de amonio en la orina,
situaciones que ocurren en los casos de fallo hepatico agudo.(326) El p-
aminobenzoato o acido p-aminobenzoico, es un metabolito de origen bacteriano
y fuente de folato en las bacterias.(181) Este metabolito puede estar presente en
suplementos dietéticos y en dosis elevadas puede ser hepatotdxico, habiéndose
descrito un caso en el que se atribuy6 a este metabolito el papel causal de la
HAI.(327) Estos dos metabolitos constituyen los dos hubs del primer modulo
identificado en la red de correlaciones perturbadas entre el grupo de VHC y el
grupo de HAI.

El segundo mddulo identificado en nuestra red de correlaciones perturbadas,
entre el grupo de VHC y el de HAI, sefiala que la via metabdlica que estaro
perturbada es la via de la biosintesis de aminoacil-tRNA, lo que puede traducir
una perturbacion en la actividad de la enzima tRNA sintetasa. La aminoacil tRNA
sintetasa actla en la regulacién y sefializacion de moléculas en enfermedades
autoinmunes, enfermedades infecciosas e inmunidad tumoral.(328)

La leucina-isoleucina y la tirosina constituyen los dos hubs del tercer modulo
identificado entre el grupo de VHC y la HAIL Las vias metabdlicas que
probablemente estan perturbadas son la via del metabolismo de pirimidina y la
biosintesis de aminoacil tRNA. Al mismo tiempo, el cuarto médulo sefiala que la
via metabdlica del metabolismo de las purinas estaro también perturbada. La
inhibicion del metabolismo de la pirimidina se ha propuesto como tratamiento de
enfermedades autoinmunes porque tiene como efecto la reduccion de la
actividad de respuesta inflamatoria de los linfocitos Thl, con buenos resultados

en el contexto de artritis reumatoide y esclerosis multiple.(329) Purinas como la
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adenosina tienen un papel inmunosupresor de la inflamacién y parece haber
evidencias que en el contexto de HAI, su sintesis esta disminuida.(330)

Es de destacar que nuestro estudio de redes de correlaciones perturbadas a
partir del andlisis metaboldmico de la biopsia hepética parafinada parece util en
la generacion de hipotesis. Permite el descubrimiento de eventuales dianas
terapéuticas y su potencial para llegar a proporcionar a estos pacientes un
tratamiento personalizado e integral interviniendo simultdneamente en varias

vias metabdlicas con diferentes farmacos o complementos nutricionales.

5.4 Objetivo secundario b)

A pesar de que existen variables morfolégicas que presentan asociaciones
significativas para determinadas patologias al compararlas entre si y con el
control, los indices analizados no muestran buena capacidad de discriminacion,
por lo que su inclusién en el modelo predictivo, previamente desarrollado y
basado en analisis de metabolitos no mejoraria su capacidad discriminativa.

Podemos deducir con estos resultados, aunque limitados por la falta de
representacion completa de todas las categorias de determinadas variables, que
son acordes con la literatura, en el sentido de no haber aspectos morfolégicos
en la microscopia de luz de la biopsia que sean patognomaénicos de VHC, HAI o

de CBP.(108, 138, 151)
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5.5 Objetivo secundario c)

La concentracién de metabolitos no permite discriminar entre pacientes con
fibrosis FO (nivel de fibrosis de 0 0 1), y con fibrosis F1 (nivel de fibrosis superior
a 1). Sucede lo mismo respecto a la actividad.

Por lo que respecta a la fibrosis, sélo la alanina tiene un valor superior a 1 del
parametro de importancia, pero la capacidad de discriminacion del modelo es
muy baja. Ninguin metabolito tiene un AUC superior a 0.8

Estudios metabolomicos en suero de pacientes con hepatitis B permitio
identificar biomarcadores que discriminan entre pacientes con hepatitis cronica
B en fase precoz y en fase avanzada, pero entre ellos no esté la alanina.(331)
Es muy probable que al no estar representadas todas las categorias de las
variables fibrosis y actividad necroinflamatoria en cantidades suficientes, se esta
limitando también el poder discriminativo del modelo, principalmente para

categorias mas avanzadas de fibrosis y de mayor actividad necroinflamatoria.
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6 CONCLUSIONES

En este capitulo se enumeraron las conclusiones de este estudio con el objetivo
de presentarse como soluciones a los problemas relacionados con la hipétesis y

los objetivos propuestos.
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1. Distintos biomarcadores detectados a través de técnicas de

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de alta
eficacia a partir de la biopsia hepatica parafinada contribuyen al
diagnostico histopatolégico de la VHC y de las hepatopatias
autoinmunes.

.Una buena a excelente capacidad de discriminacion del modelo
predictivo en distintas enfermedades hepéticas crénicas que muestra
un potencial uso como test confirmatorio.

. Desarrollamos un nuevo método de extraccion de metabolitos a partir
de biopsias hepaticas en parafina que nos permitié crear una red de
correlaciones e hipotetizar sobre las principales vias metabdlicas que
estaran probablemente perturbadas.

. EI metabolismo de los carbohidratos parece estar perturbado en la
VHC, al compararla con el grupo control. Lo mismo ocurre con las vias
del metabolismo de los aminoacidos y del metabolismo de nucleétidos
cuando se compara VHC con la HAI. Al confrontar VHC con la CBP,
las vias metabdlicas del metabolismo de aminoacidos y del
metabolismo de carbohidratos parecen estar perturbadas.

. Enla HAI, se demuestra que la perturbacién de vias metabdlicas afecta
predominantemente a las vias del metabolismo de los aminoacidos y
del metabolismo de nucleétidos cuando se compara con el grupo
control y con la CBP respectivamente.

. El metabolismo de los aminoéacidos, el metabolismo energético y el de
los nucledtidos estaran perturbados de forma preferencial en la CBP al

confrontarla con el grupo control.
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7.

10.

Los resultados obtenidos abren la puerta a un tratamiento integral del
paciente, a partir del diagnéstico de la enfermedad y de las posibles
deficiencias “nutricionales” y desequilibrios metabdlicos detectados en
el ensayo de la biopsia, posibilitando un verdadero tratamiento

personalizado de los pacientes

. No encontramos ninguna variable morfolégica que contribuya a

aumentar el poder discriminativo del modelo predictivo de los

metabolitos.

. En nuestro andlisis, no encontramos un conjunto de metabolitos lo

suficientemente discriminativos para construir un modelo de prediccion
del grado de fibrosis y de actividad necroinflamatoria.

Las limitaciones de nuestro estudio vinieron determinadas por la
asumida pérdida de metabolitos durante el procesado previo a la

inclusion en parafina y que no fueron cuantificados en nuestro estudio

11. La prueba de concepto del andlisis metaboldmico de biopsias

hepaticas en parafina necesita de validacion aumentando el nimero de

pacientes y extendiendo el andlisis a otras patologias.
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7 PERSPECTIVAS DE FUTURO

En este capitulo se exponen implicitamente, nuevas investigaciones vy
recomendaciones de aplicacion inmediata relacionadas con el grado de
importancia y repercusion clinica. Se admiten y mencionan algunas de las

limitaciones del presente estudio que justifican investigaciones adicionales
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El estudio descrito en esta tesis doctoral es un andlisis preliminar con resultados
que obligan y fundamentan su validacion.
Las respuestas encontradas en nuestro proyecto de investigacion generan
nuevas preguntas; por lo que para responderlas consideramos necesario:
1. Ampliar el nUmero de casos
2. Ampliar las entidades diagndsticas que serdn sometidas a la prueba
3. Extraccion de sangre y creacion de serotecas en el momento de la
realizacion de la biopsia hepética
4. Recogida de orina de los pacientes en el momento de la realizacion de la
biopsia hepatica
5. Buscar la participacion de centros sanitarios internacionales (estudio
multicéntrico internacional)
La consistencia y reproductibilidad de nuestros resultados soélo puede ser
validada con un aumento del nUmero de casos para analizar. Esta validacion
tendra utilidad si se realizan las pruebas en diferentes poblaciones para
confirmar si existen o no factores relacionados a esas poblaciones (genéticos,
ambientales, nutricionales, tratamientos farmacolégicos, etc.) que interfieran en
la reproductibilidad del modelo predictivo desarrollado en esta investigacion.
Al ampliar las entidades diagnésticas de la casuistica, podra ser testada la
capacidad del modelo para diagnosticarlas y establecer mejor la sensibilidad y
especificidad de la prueba. En el caso de pacientes en los que hay coexistencia
de por lo menos dos enfermedades hepaticas, hemos dado el primer paso que
permitira dar respuesta a la pregunta del clinico sobre qué proceso patologico
predomina en la biopsia y podra ser investigada la capacidad de desarrollar o

complementar el modelo predictivo para diagnosticar estas enfermedades y
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ayudar en la decision terapéutica, estableciendo prioridades debidamente
fundamentadas por medio de ensayos clinicos.

Los beneficios de complementar la intervencion terapéutica farmacologica
convencional con tratamientos nutricionales o de correccion metabdlica en
funcién de los resultados analiticos obtenidos en el ensayo, deben ser validados.
El andlisis simultdneo de plasma/suero y de orina pueden contribuir mucho para
aclarar si los disturbios metabdlicos, detectados en el material de biopsia
hepética, tienen expresion en estos fluidos biolégicos y de qué forma pueden
contribuir a mejorar el poder discriminativo del modelo de prediccion.

En este punto, el desarrollo de una prueba rapida en muestras sangre u orina
supondria un gran avance en el diagnostico y tratamiento de situaciones graves
que requieren celeridad de intervencién, como el diagnéstico y tratamiento del

rechazo celular agudo en contexto de pacientes trasplantados hepaticos.
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Metabolite name

collision

energy (eV)

Chemical formula KEGG/HMDB/

PubChem Identifier

glyoxylate

glycolate

pyruvate

lactate
2-oxobutanoate
acetoacetate
glycerate

uracil

fumarate

Maleic acid
2-keto-isovalerate
Guanidoacetic acid
succinate
Methylmalonic acid
3-S-methylthiopropionate
nicotinate

taurine
Pyroglutamic acid
Citraconic acid
2-ketohaxanoic acid
N-Acetyl-L-alanine
oxaloacetate
Hydroxyisocaproic acid
malate
hypoxanthine
anthranilate
p-aminobenzoate
p-hydroxybenzoate
acetylphosphate
Carbamoyl phosphate
a-ketoglutarate

Phenylpropiolic acid

-22
-13
-14
-16
-13
-14
-17
-22
-13
-13
-13
-15
-12
-13
-15
-16
-18
-19
-13
-13
-14
-14
-16
-14
-18
-18
-18

C2H203
C2H403
C3H403
C3H603
C4H603
C4H603
C3H604
C4H4N202
C4H404
C4H404
C5H803
C3H7N302
C4H604
C4H604
C4HB802S
C6H5NO2
C2H7NO3S
C5H7NO3
C5H604
C6H1003
C5HINO3
C4H405
C6H1203
C4H605
C5H4N40
C7H7NO2
C7H7NO2
C7H603
C2H505P
CH4NOS5P
C5H605
C9H602
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C00048
C00160
C00022
C00186
C00109
C00164
C00258
C00106
Co00122
C01384
co00141
C00581
C00042
C02170
C08276
C00253
C00245
C01879
C02226
HMDB01864
C01073
C00036
HMDBO00746
C00149
C00262
C00108
C00568
C00156
C00227
C00169
C00026
HMDBO00563



2-oxo-4-methylthiobutanoate
2-Hydroxy-2-methylbutanedioic acid
3-methylphenylacetic acid
xanthine
Hydroxyphenylacetic acid
2,3-dihydroxybenzoic acid
orotate

dihydroorotate

allantoin

Aminoadipic acid
Indole-3-carboxylic acid
phenylpyruvate

Atrolactic acid

Phenyllactic acid

quinolinate
phosphoenolpyruvate

Uric acid
dihydroxy-acetone-phosphate
D-glyceraldehdye-3-phosphate
sn-glycerol-3-phosphate
shikimate

aconitate

allantoate

Ascorbic acid
2-Isopropylmalic acid
N-carbamoyl-L-aspartate_neg
Pyrophosphate
glucono-D-lactone
myo-inositol
hydroxyphenylpyruvate
homocysteic acid

4-Pyridoxic acid
3-phosphoglycerate

Indoleacrylic acid

-13
-17
-12
-23
-18
-19
-15
-14
-17
-18
-20
-13
-21
-21
-14
-22

-17

-14
-15
-20
-17
-14
-19
-19
-13
-16
-13
-17
-13

-18
-17

C5H803S
C5H805
C9H1002
C5H4N402
C8H803
C7H604
C5H4N204
C5H6N204
C4H6N403
C6H11NO4
COH7NO2
C9H803
C9H1003
C9H1003
C7H5NO4
C3H506P
C5H4N403
C3H706P
C3H706P
C3H906P
C7H1005
C6H606
C4HB8N404
C6HB806
C7H1205
C5H8N205
P2H407
C6H1006
C6H1206
C9H804
C4HIONOSS
C8HINO4
C3H707P
C11H9NO2
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C01180
C02612
HMDB02222
C00385
C05852
C00196
C00295
C00337
C01551
C00956
HMDBO03320
C00166
HMDBO00475
C01479
C03722
C00074
C00366
Cco0111
Co0111
C00093
C04236
co0417
C00499
C00072
C02504
C00438
C00013
C00198
C00137
C01179
Cl6511
C00847
C00197
HMDBO00734



Kynurenic acid
citrate-isocitrate

isocitrate

citrate

2-dehydro-D-gluconate
D-gluconate
D-erythrose-4-phosphate
Xanthurenic acid

lipoate

D-glucarate
deoxyribose-phosphate
pantothenate

prephenate

deoxyuridine
ribose-phosphate

thymidine

uridine

deoxyinosine
shikimate-3-phosphate
6-phospho-D-glucono-1,5-lactone
hexose-phosphate
glucose-1-phosphate
glucose-6-phosphate
fructose-6-phosphate
1,3-diphopshateglycerate
2,3-Diphosphoglyceric acid
S-ribosyl-L-homocysteine_neg
inosine
6-phospho-D-gluconate
xanthosine
D-sedoheptulose-1-7-phosphate
N-acetyl-glucosamine-1-phosphate
glutathione_neg

dUMP_neg

-21 C10H7NO3
-15 C6H807

-19 C6H807

-22 C6H807

-14 C6H1007
-17 C6H1207
-19 C4H9O07P
-19 C10H7NO4
-13 C8H1402S2
-17 C6H1008
-35 C5H1107P
-21 CY9H17NO5
-17 C10H1006
-14 C9H12N205
-42 C5H1108P
-17 C10H14N205
-21 C9H12N206
-21 C10H12N404
-19 C7H1108P
-22 C6H1109P
-42 C6H1309P
-16 C6H1309P
-15 C6H1309P
-16 C6H1309P
-37 C3H8010P2
-14 C3H8010P2
-20 C9H17NO6S
-27 C10H12N405
-13 C6H13010P
-24 C10H12N406
-27 C7H15010P
-34 C6H14NO8P
-19 C10H17N306S
-18 C9H13N208P
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co1717
C00158
C00311
C00158
C00629
C00257
C00279
C02470
C00725
Cco0767
C00673
C00864
C00251
C00526
Cco0117
C00214
C00299
C05512
C03175
C01236
C00085
C00103
C00085
C00085
C00236
C01159
C03539
C00294
C00345
C01762
C05382
C03783
C00051
C00365



Geranyl-PP
octulose-monophosphate (O8P-O1P)
dTMP_neg

cyclic-AMP
fructose-1,6-bisphosphate
trehalose-sucrose

Cellobiose

orotidine-5-phosphate
Sedoheptulose 1,7-bisphosphate (SBP)
trans, trans-farnesyl diphosphate
S-adenosyl-L-homocysteine_neg
dCDP_neg
5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate
Deoxycholic acid
octulose-1,8-bisphosphate (OBP)
dTDP_neg

CDP_neg

UDP_neg

Cholic acid
trehalose-6-Phosphate

Thiamine pyrophosphate
adenosine 5-phosphosulfate
ADP_neg

dGDP_neg

IDP_neg

GDP_neg

CDP-ethanolamine

FMN

cholesteryl sulfate

dCTP_neg

dUTP_neg

dTTP_neg

CTP_neg

UTP_neg

C10H2007P2
C8H17011P
C10H15N208P
C10H12N506P
C6H14012P2
C12H22011
C12H22011
C10H13N2011P
C7H16013P2
C15H2807P2
C14H20N605S
CO9H15N3010P2
C5H13014P3
C26H43NO5
C8H18014P2
C10H16N2011P2
C9H15N3011P2
C9H14N2012P2
C24H4005
C12H23014P
C12H19N4O7P2S
C10H14N5010PS
C10H15N5010P2
C10H15N5010P2
C10H14N4011P2
C10H15N5011P2
C11H20N4011P2
C17H21N40O9P
C27H4604S
C9H16N3013P3
C9H15N2014P3
C10H17N2014P3
CO9H16N3014P3
C9H15N2015P3
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C00341

C00364
C00575
C00354
C00089
C00185
C01103
co0447
C00448
C00021
C00705
C00119
C05464

C00363
Cco0112
C00015
HMDB00619
C00689
C00068
C00224
C00008
C00008
C00104
C00035
C00570
C00061
HMDBO00653
C00458
C00460
C00459
C00063
C00075



CDP-choline -21 C14H27N4011P2 CO00307
dATP_neg -29 C10H16N5012P3 C00131
Taurodeoxycholic acid -53 C26H45N0O6S C05463
ATP_neg -30 C10H16N5013P3 CO00002
dGTP -30 C10H16N5013P3 CO00002
GTP_neg -25 C10H16N5013P3 CO00002
UDP-D-glucose -25 C15H24N2017P2 CO00029
UDP-D-glucuronate -26 C15H22N2018P2 CO00167
ADP-D-glucose -24 C16H25N5015P2 C00498
guanosine 5-diphosphate,3-diphosphate -24 C10H11N5017P4 C01228
UDP-N-acetyl-glucosamine -28 C17H27N3017P2 C00043
glutathione disulfide_neg -30 C20H32N6012S2 CO00127
NAD+_neg -21 C21H27N7014P2 CO00003
NADH_neg -33 C21H29N7014P2 CO00004
dephospho-CoA_neg -37 C21H35N7013P2S C00882
cyclic bis(3->5) dimeric GMP -34 C20H24N10014P2 (C16463
NADP+_neg -20 C21H28N7017P3 C00006
NADPH_neg -36 C21H30N7017P3  C00005
coenzyme A_neg -42 C21H36N7016P3S C00010
acetyl-CoA _neg -33 C23H38N7017P3S C00024
propionyl-CoA_neg -33 C24H40N7017P3S CO00100
butyryl-CoA -38 C25H42N7017P3S C00630
acetoacetyl-CoA _neg -32 C25H40N7018P3S CO00332
malonyl-CoA_neg -26 C24H38N7019P3S C00083
3-hydroxybutyryl-CoA -43 C25H42N7018P3S C01144
succinyl-CoA-methylmalonyl-CoA _neg -22 C25H40N7019P3S CO00091
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA_neg -45 C27H44N7020P3S C00356
2-deoxyglucose-6-phosphate -18 C6H1308P C06369
2-hydroxygluterate -17 C5H805 C03196
Urea 25 CH4N20 C00086
ethanolamine 12 C2H7NO C00189
Imidazole 23 C3H4N2 C01589
glycine 18 C2H5NO2 C00037
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alanine

betaine aldehyde
choline
4-aminobutyrate
dimethylglycine
serine

cytosine
Creatinine

proline

indole

betaine

valine

threonine
homoserine
purine

cysteine

creatine
nicotinamide
Imidazoleacetic acid
thymine
DL-Pipecolic acid
N-Acetylputrescine
hydroxyproline
leucine-isoleucine
ornithine
asparagine
aspartate
adenine
Methylcysteine
homocysteine
methylnicotinamide
histidinol

lysine

glutamine

13
21
21
22
21
15
19
19
13
26
36
13
13
32
25
29
14
22
15
19
18
12
19
13
14
19
17
26
12
17
20
20
32
17

C3H7NO2
C5H12NO
C5H14NO
C4HINO2
C4HINO2
C3H7NO3
C4H5N30
C4H7N30O
C5HINO2
C8H7N
C5H11NO2
C5H11NO2
C4HIONO3
C4HIONO3
C5H4N4
C6H12N204S2
C4HON302
C6H6N20
C6H8N202
C5H6N202
C6H11NO2
C6H14N20
C5HONO3
C6H13NO2
C5H12N202
C4H8N203
C4H7NO4
C5H5N5
C4HIONO2S
C4HIONO2S
C7HION20
C6H11IN30O
C6H14N202
C5H10N203
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C00041
C00576
C00114
C00334
C01026
C00065
C00380
C00791
C00148
Cle6074
C00719
C00183
C00188
C00263
C00465
C00491
C00300
C00153
C05828
C00178
C00408
C02714
C01157
C00123
Co0077
C00152
C00049
C00147
C00155
C00155
C02918
C00860
co0047
C00064



O-acetyl-L-serine
glutamate
methionine

guanine

histidine
2-Aminooctanoic acid
carnitine

Methionine sulfoxide
phenylalanine
Pyridoxamine
pyridoxine
1-Methyl-Histidine
N-acetyl-L-ornithine
arginine

citrulline
N-carbamoyl-L-aspartate
glucosamine
tyrosine
Phosphorylcholine
3-phospho-serine
N6-Acetyl-L-lysine
Acetyllysine
N-acetyl-glutamine

N-acetyl-glutamate

Ng,NG-dimethyl-L-arginine

Acetylcarnitine DL
tryptophan
Kynurenine
N-acetyl-glucosamine
Flavone

cystathionine
5-methoxytryptophan
Cystine

cytidine

14
17
12
20
14
21
20
14
30
25
24
20
16
16
14
19
12
39
23
12
26
23
17
24
24
19
18
25
18
29
13
22
32
14

C5HI9NO4
C5HONO4
C5H11INO2S
C5H5N50
C6HION302
C8H17NO2
C7H15NO3
C5H11INO3S
C9H11INO2
C8H12N202
C8H11NO3
C7H11N302
C7H14N203
C6H14N402
C6H13N303
C5H8N205
C6H13NOS5
C9H11NO3
C5H15N0O4P
C3HBNOGP
C8H16N203
C8H16N203
C7H12N204
C7H11NOS
C8H18N402
C9H18NO4
C11H12N202
C10H12N203
C8H15NO6
C15H1002

C7H14N204S

C12H14N203

C6H12N204S2

C9H13N305
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C00979
C00025
C00073
C00242
C00135
HMDBO00991
C00318
HMDBO02005
C00079
C00534
C00314
C01152
C00437
C00062
C00327
C00438
C00329
C00082
C00588
C01005
co2727
co2727
HMDB06029
C00624
C03626
C02571
C00078
C00328
C00140
C15608
C00542
HMDBO02339
C00491
C00475



biotin 20
deoxyadenosine 22
Glycerophosphocholine 16
acadesine 24
D-glucosamine-6-phosphate 17
D-glucosamine-1-phosphate 17
thiamine 19
S-ribosyl-L-homocysteine_pos 31
deoxyguanosine 17
adenosine 29
1-Methyladenosine 27
guanosine 35
L-arginino-succinate 37
S-methyl-5-thioadenosine 29
7-methylguanosine 24
dCMP 18
glutathione 21
dTMP 19
CMP 18
UMP 14
dAMP 23
Nicotinamide ribotide 30
aminoimidazole carboxamide ribonucleotide 32
thiamine-phosphate 15
dGMP 38
AMP 23
IMP 21
S-adenosyl-L-methioninamine 20
GMP 21
xanthosine-5-phosphate 13
riboflavin 26
S-adenosyl-L-homoCysteine_pos 21
S-adenosyl-L-methionine 15
folate 18

C10H16N203S
C10H13N503
C8H21NOG6P
C9H14N405
C6H14NO8P
C6H14NO8P
C12H16N40S
CO9H17NO6S
C10H13N504
C10H13N504
C11H15N504
C10H13N505
C10H18N406
C11H15N503S
C11H16N505
C9H14N307P
C10H17N306S
C10H15N208P
C9H14N308P
C9H13N209P
C10H14N506P
C11H15N208P
C9H15N408P
C12H17N40O4PS
C10H14N507P
C10H14N507P
C10H13N40O8P
C14H23N603S
C10H14N508P
C10H13N409P
C17H20N406
C14H20N60O5S
C15H22N605S
C19H19N706
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C00120
C00559
C00670
D02742
C00352
C03783
C00378
C03539
C00212
C00212
C02494
C00387
C03406
C00170
HMDB01107
C00239
C00051
C00364
C00055
C00105
C00360
C00455
Co04677
C01081
C00362
C00020
C00130
C01137
C06193
C00655
C00255
C00021
C00019
C00504



7,8-dihydrofolate
5-methyl-THF

Diiodothyronine

glutathione disulfide_pos

NAD+_pos

NADH
dephospho-CoA_pos
NADP+_pos

NADPH

coenzyme A_pos
FAD
acetyl-CoA_pos
propionyl-CoA_pos
acetoacetyl-CoA_pos
malonyl-CoA_pos
succinyl-CoA_pos
putrescine
spermidine

spermine

sarcosine

32 C19H21N706

21 C20H25N706

31 C15H13I2NO4

35 C20H32N6012S2
32 C21H27N7014P2
28 C21H29N7014P2
27 C21H35N7013P2S
50 C21H28N7017P3
18 C21H30N7017P3
39 C21H36N7016P3S
26 C27H33N9015P2
30 C23H38N7017P3S
35 C24H40N7017P3S
36 C25H40N7018P3S
28 C24H38N7019P3S
40 C25H40N7019P3S
12 C4H12N2

15 C7H19N3

19 C10H26N4

20 C3H7NOZ2

C00415
C00440
HMDBO00582
Co00127
C00003
C00004
C00882
C00006
C00005
C00010
C00016
C00024
C00100
C00332
C00083
C00091
C00134
C00315
C00750
C00213
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MetaboAnalyst Names

Amslab names

7-bisphosphate

d_sedoheptulose_1 7 phosphate

Imidazole imidazole
L-Alanine alanine
Betainealdehyde betaine_aldehyde
Choline choline
Dimethylglycine dimethylglycine
Serine serine
Creatinine creatinine
L-Proline proline
L-Valine valine
L-Threonine threonine
Niacinamide nicotinamide
Leu-lle leucine_isoleucine

S-Methyl-L-cysteine

methylcysteine

L-Glutamine glutamine
Guanine guanine
L-Carnitine carnitine
L-Arginine arginine
Citrulline citrulline
L-Tyrosine tyrosine
Biotin biotin

1-Methyladenosine

x1_methyladenosine
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Argininosuccinicacid

| _arginino_succinate

5-Methyltetrahydrofolicacid

x5_methyl_thf

NADH

nadh

Sarcosine

sarcosine

DL-2-Aminooctanoicacid

X2_aminooctanoic_acid

Succinicacid

succinate

Methylmalonicacid

methylmalonic_acid

Nicotinicacid

nicotinate

Taurine

taurine

Pyroglutamicacid

pyroglutamic_acid

Citraconicacid

citraconic_acid

Hypoxanthine

hypoxanthine

2-Aminobenzoicacid

anthranilate

p-Aminobenzoicacid

p_aminobenzoate

Oxoglutaricacid

a_ketoglutarate

Phenylpropiolicacid

phenylpropiolic_acid

Xanthine

xanthine

tho-Hydroxyphenylaceticacid

hydroxyphenylacetic_acid

Oroticacid

orotate

Uricacid

uric_acid

3-Phosphoglycericacid

x3_phosphoglycerate

Pantothenicacid

pantothenate

3-phosphoshikimicacid

shikimate_3 phosphate

D-Hexose-Phosphate

hexose_phosphate

Pagina 11-297 de 337




Trehalose trehalose_sucrose
Uridine5-diphosphate udp_neg
Trehalose6-phosphate trehalose_6_phosphate

Cholesterolsulfate cholesteryl_sulfate
Taurodeoxycholicacid taurodeoxycholic_acid
2-1sopropylmalicacid x2_isopropylmalic_acid

Glutathione gluthatione_neg
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