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INTRODUCCION

1.1 Elastosonografia

1.1.1 Elastografia y bases biofisicas de la técnica ARFI (acoustic radiation

force impulse)

A principios de los afios 90 se desarrolld una técnica que permitia evaluar
objetivamente la relacién entre las diferentes estructuras tisulares y su elasticidad: la

sonoelastografia, inicialmente descrita por Ophir et al (1).

Mediante esta técnica, el tejido se comprime y la elasticidad tisular resultante se
refleja en una imagen. Desde su invencidn, se han descrito multiples aplicaciones en el
estudio de tejidos como el higado, la mama, la prostata, el tiroides y los vasos sanguineos

(2-6).

Existen dos clases de sonoelastografia bien diferenciadas: la semicuantitativa

(strain elastography) y la cuantitativa (shear-wave elastography):

La sonoelastografia semicuantitativa adquiere los datos correspondientes a la
anatomia tisular pre-deformacion o compresion. Posteriormente se aplica una pequefia
presion, mediante un compresor externo (transductor ecografico) o una funcion fisiologica
(respiracion) y se adquiere otro mapa de la anatomia tisular (postcompresion o
deformacion). El desplazamiento del tejido deformado se calcula mediante la comparacion

de estos dos mapas anatomicos y se refleja en un mapa de colores (1,7,8).
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La sonoelastografia cuantitativa mide el desplazamiento del tejido

independientemente de la presion aplicada, al enviar microimpulsos acusticos con niveles
minimos de energia hacia los diferentes tejidos. De esta manera se crea un mapa tisular
relativo al desplazamiento de las estructuras adyacentes. La ventaja de ésta con respecto a
la anterior es obvia: No hay necesidad de comprimir con el transductor por lo que existe
menos variabilidad intra e interobservador, es decir, mayor reproducibilidad. Dentro de la
elastosonografia cuantitativa podemos distinguir tres subgrupos de imagenes: la
cualitativa, que nos ofrece un mapa de colores de la lesiobn con respecto al tejido
adyacente, la cuantitativa, que nos ofrece un valor en kPa 0 m/s que nos proporciona
valores numéricos acerca de la mayor o menor deformidad en una region de interés (RDI)
elegida por el observador, y un ultimo subgrupo que combina en una misma imagen las
dos anteriores, es decir, sobre un mapa cualitativo de colores se puede medir en una RDI el

valor de dureza del tejido (9-12).

Los datos se procesan calculando el médulo de elasticidad del tejido, en funcion de
una serie de pardmetros técnicos. Las distintas casas comerciales han integrado los
software de elastografia en los equipos de ultrasonidos, poniendo diferentes nombres a esta
base fisica: ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse Imaging), Shear Wave Point

Quantification, Elastografia quantitativa ShearWave™, etc.

En la presente tesis doctoral se ha usado la técnica ARFI cuantitativa para la
realizacion del examen sonogréafico y la elastografia, mediante una plataforma Acuson S
2000 (Siemens, Erlangen, Alemania), equipada con una sonda convex multifrecuencia 4-

1 MHz.
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La técnica ARFI evalla objetivamente la consistencia o dureza de los tejidos. Esta
modalidad diagnostica afiade informacién estructural a las propiedades morfoldgicas que
nos muestra la ecografia y nos permite alcanzar mejores resultados de sensibilidad y

especificidad.

La informacion bésica que se obtiene con la técnica ARFI consiste en la velocidad
a la que un impulso acustico predeterminado (velocidad de corte 0 Vc), atraviesa la RDI

(13).

La base fisica de esta técnica es la siguiente: El transductor envia mdltiples
micropulsos de 1-262 us de duracion (ondas sonoras longitudinales) con una frecuencia
fija de 2,67 MHz, que provocan una distorsion del tejido con un desplazamiento
transversal. A continuacion, el transductor emite pulsos de rastreo que recogen a partir de
esta distorsion, la velocidad (en m/s) a la que han atravesado los micropulsos iniciales.

Esta medida se realiza en una RDI previamente definida por el ecografista (figura 1).

Cada tejido en el organismo tiene unas propiedades mecanicas que lo caracterizan y
en base a ello y segun la manera y la rapidez a la que el sonido atraviese el tejido, éste se
comportara de un modo u otro, devolviendo al explorador una V¢ caracteristica. El valor

de Vc obtenido para cada tejido es una propiedad intrinseca y reproducible (14-16).
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Ondas longitudinales

de en;y
1

Pulso de rastreo

Figura 1: En esta figura se muestra de manera esquematica la base fisica del proceso de ARFI,

anteriormente descrito.

La velocidad de las ondas transversales depende de la elasticidad del tejido y se

traducira en una Vc final, que serd el resultado obtenido en la plataforma ecografica (13).

1.1.2. Seleccion del area a estudiar

La RDI presenta un tamafio rectangular fijo de 10 mm de largo x 6 mm de ancho,
con un espesor de 2 um (azimut). Esta RDI es elegida por el operador, guiado por la

imagen de US durante la exploracion.

La profundidad que puede alcanzar la RDI es de 8 cm, lo cual resulta Gtil cuando se

estudia a pacientes con importante paniculo adiposo que atravesar.
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1.1.3. Limitaciones de la técnica

Es importante tener en cuenta que se necesitan unas condiciones 6éptimas para
realizar la técnica ARFI: ausencia de movimiento del paciente y ausencia de interposicion

de vasos u otras estructuras diferentes al tejido que vamos a estudiar (hueso, grasa, aire...).

El principal problema que surge cuando el paciente se mueve durante la
adquisicion del valor “Vc” es que Se obtiene el valor nulo “xxx” y es necesario repetir el

procedimiento hasta conseguir un valor valido.

Cuando se interponen vasos sanguineos u otras estructuras con rigidez diferente al
tejido que se esta estudiando (hueso) lo que obtenemos son datos falseados, ya que los

vasos sanguineos son mas elasticos que los drganos internos y los huesos mas rigidos.

1.1.4. Diferenciacion del parénquima hepatico normal y de la enfermedad hepatica

difusa

El parénquima hepético se define segln varios parametros: ecogenicidad, tamafio,

contornos y ecoestructura del parenquima.

El parénquima hepéatico normal presenta unas caracteristicas en US y elastografia

determinadas. Ecogréaficamente el higado normal es: isoecogénico con la cortical renal,

presenta una ecoestructura homogénea, una longitud de hasta 15 cm (en un corte
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longitudinal medido en la linea media clavicular derecha) y pueden definirse en su interior

los vasos sanguineos y en su porcion superior y lateral el diafragma (17).

En cuanto a sus caracteristicas elastograficas, se han publicado multiples series en
higados sanos. La serie con mayor nimero de individuos sanos corresponde a Kim et al
(18), en la que se incluyeron a 133 sujetos con higado sano, obteniendo una media de

1,08+0,15 m/s, tras la toma de 5 medidas en el 16bulo hepético derecho (figura 2).

El parénquima hepético patoldgico puede presentar alguna o todas las siguientes
caracteristicas: una ecogenicidad aumentada con respecto a la cortical renal, una
ecoestructura heterogénea, una longitud mayor de 15 cm (en un corte longitudinal medido
en la linea media clavicular derecha) y/o una falta de diferenciacion entre el parénquima y
la pared de los vasos sanguineos y/o del diafragma, debido a una hiperatenuacién de los

US sobre el parénquima (17,19).

Las caracteristicas elastograficas de un higado patolégico, varian segun el tipo de
patologia. Se ha demostrado que tanto la esteatohepatitis no alcohdlica, como las
inflamaciones alcoholicas y viricas del higado, ofrecen unas Vc directamente
proporcionales a la gravedad de estas patologias. Las V¢ mas altas se dan en la cirrosis
hepatica (20-22). Sin embargo existe una disminucion de la V¢ en higados con infiltracion

grasa Unicamente o esteatosis simple (figuras 3 y 4) (20).

Las V¢ obtenidas en las diferentes patologias hepéticas estan en intima relacion con

la matriz hepética que conforma la enfermedad. Los altos valores de V¢ obtenidos en la
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fibrosis hepatica se especula que estén en relacion con una mayor reticulacion de la matriz
extracelular hepatica. De la misma forma que aumenta la V¢ en patologias inflamatorias
debido al edema y a las células inflamatorias asociadas (figura 5) (23-25). La disminucién
de la Vc en la esteatosis simple, podria ser debido a las grandes vacuolas grasas que
aumentan el espacio entre las células del higado y reducen la densidad del tejido, lo que

hace que el higado sea més blando (20).

Figura 2: En este dibujo se representan en gris un conjunto de células con disposicion normal en un

tejido. La flecha representa la velocidad a la que el sonido atraviesa dicho tejido. V¢ normal: 1 m/s.

L

Figura 3: Aqui se muestran en gris el mismo conjunto de células, que ahora presentan en el espacio

intersticial unas lineas marrones que representan un estroma de fibrosis. La flecha representa la

velocidad a la que el sonido atraviesa dicho tejido, que en este supuesto es mayor. Vc: 1,7 m/s.
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>

Figura 4: En este dibujo se representan en gris en conjunto de células y entre ellas existen otras
rosadas y “vacias”, que las separan y que corresponden con vacuolas grasas. Notese la menor

densidad de tejido. La flecha representa la velocidad a la que el sonido atraviesa dicho tejido, que en

este supuesto es menor. \Vc: 0,7 m/s.

Figura 5: En gris se presenta el mismo conjunto de células, junto con otras mas pequefias entre ellas
que corresponden con células inflamatorias y/o particulas depositadas (pej. Hierro/cobre). El
intersticio es amarillo, representando edema. Nétese la mayor densidad de tejido en el mismo

espacio. La flecha representa la velocidad a la que el sonido atraviesa dicho tejido, que en este

supuesto es todavia mayor. Vc: 2, 1 m/s.
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1.2 ENFERMEDAD GRASA NO ALCOHOLICA DEL HIGADO

1.2.1 Concepto

El higado graso o esteatosis hepatica es un cuadro que se caracteriza por la
acumulacién de grasa en el higado y, que en general, se diagnostica de forma casual
durante rastreos ecograficos de abdomen (higado hiperecogénico), realizados para la

evaluacion de diferentes patologias.

Normalmente el higado contiene 5 g de contenido de grasa por cada 100 g de peso,
por lo tanto el diagnéstico de higado graso se establece cuando el érgano tiene mas de un

5% de su peso total con contenido lipidico.

La acumulacion de grasa mantenida en el higado puede producir inflamacion
hepéatica y desencadenar cirrosis. La prevalencia del higado graso es del 30% de la
poblacion. La esteatohepatitis, que forma parte de espectro del higado graso, presenta un

prevalencia entre el 5-17% (26,27).

En la literatura, se hace una distincion entre la hepatopatia de origen no alcoholico

(NAFLD) y la de origen alcohdlico (ALD). Aunque ambas tengan mecanismo

fisiopatoldgicos diferentes, la lesidn final hepatica es la misma (cirrosis).

En la fase inicial de la enfermedad, la acumulacion de grasa en los hepatocitos lleva

al desarrollo de higado graso (esteatosis), que se caracteriza por un exceso en el depésito
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de triglicéridos. NAFLD se asocia a menudo con elementos del sindrome metabdlico, es
decir, una constelacion clinica que incluye obesidad, hipertension, resistencia a la insulina,
intolerancia a la glucosa e hiperlipidemias, y abarca un espectro de trastornos hepaticos
desde la esteatosis hepéatica simple a la mas ominosa condicién conocida como
esteatohepatitis (NASH). Parecen existir mecanismos fisiopatolégicos comunes entre la
esteatosis no alcohdlica (asociada a obesidad y sindrome metabdlico) y el higado graso
alcoholico, de manera que, si se mantiene el consumo de alcohol, la esteatosis puede
progresar a la hepatitis y fibrosis, lo que puede conducir a cirrosis hepatica. Del mismo
modo, NAFLD puede conducir a un dafio hepatico progresivo y desencadenar fibrosis y

Cirrosis.

La condicion de higado graso ha sido durante mucho tiempo considerada benigna,
sin embargo, cada vez es mas evidente que se trata de una condicion potencialmente
patoldgica 'y que precede al desarrollo de la esteatohepatitis alcohdlica o no alcohdlica y a

la cirrosis (20,23).

1.2.2 Patogenia

Esta descrito que la acumulacion de grasa en el higado puede deberse a diferentes
causas: aumento del transporte de acidos grasos de los 6rganos periféricos hasta el higado,
aumento de la sintesis hepatica de acidos grasos, deterioro hepatico por la oxidacion de
acidos grasos, aumento de la sintesis de triglicéridos en el higado, y/o disminucion de la

exportacion de los triglicéridos del higado (28,29).
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a. Aumento de la absorcion hepatica de &cidos grasos:

Los niveles de &cidos grasos aumentan significativamente en el higado tras el consumo
de alcohol, asi como en personas con obesidad y sindrome metabdlico. El alcohol puede
aumentar la absorcién hepatica de &acidos grasos por el aumento de flujo sanguineo
hepéatico. Ademas, los estudios con hepatocitos aislados han sugerido que el alcohol puede
aumentar directamente la absorcién de acidos grasos independientemente de la circulacion
de la sangre. Esto podria deberse a un efecto directo del alcohol sobre las propiedades

fisicas de la membrana plasmatica hepaética.

b. Deterioro de la oxidacidn de &cidos grasos:

El alcohol y el exceso de &cidos grasos han demostrado inhibir la oxidacion de acidos
grasos en el higado. Diversos mecanismos han sido propuestos para este efecto. Una
mayor proporcion de NADH/NAD+ como resultado de reacciones Redox, ha sido
implicado en el desarrollo de higado graso mitocondrial a traves de la inhibicion de la beta
oxidacion de acidos grasos y del ciclo del &cido tricarboxilico. Sin embargo, la
normalizacion del estado redox no a atenta los cambios producidos por el alcohol en el
higado graso, lo que sugiere que otros mecanismos también pueden contribuir a esta

condicion.

c. Deterioro de transporte de dcidos grasos en mitocondrias:

El transporte de los acidos grasos libres del citosol a la mitocondria es necesaria para la
beta oxidacién mitocondrial de los acidos grasos. Este transporte se realiza principalmente
a través de una enzima, la carnitina palmitoiltransferasa-1 (CPT-1) situada en la membrana

externa de la mitocondria. La ingesta cronica de etanol ha demostrado la reduccion de la
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actividad de la CPT-1, que puede afectar el transporte de &cidos grasos en la mitocondria

que a su vez, puede desembocar en una reduccion de la oxidacion de acidos grasos.

El etanol puede inhibir la actividad de la CPT-1 por desencadenar una cascada de
acontecimientos a partir de la activacion de un elemento regulador de esteroles (SREBP),
hasta la regulacién de acetil-co-A carboxilasa (ACC), y el posterior aumento de la
produccion de malonyl Co-A cuya mision es inhibir la actividad de la CPT-1. Como
alternativa, el etanol puede inhibir la actividad de la CPT-1 por otra cascada de activacion,
a partir de la inhibicién de la actividad de los receptores activados de proliferacion de los
peroxisomas (PPAR-a), la inhibicion de la Co-A malonyl descarboxilasa (MCD) vy el

posterior aumento de la produccién de malonyl Co-A.

d. Aceleracién de la sintesis de novo de &cidos grasos:

Se ha demostrado que el consumo crénico de etanol y las enfermedades metabodlicas
como la obesidad y la resistencia a la insulina, estimulan la lipogénesis en el higado a
través de una mayor transcripcion de genes de enzimas lipogenicas. Los SREBPs son una
familia de factores de transcripcion que son clave para el colesterol y los reguladores de la
sintesis de acidos grasos, que ejercen su efecto directamente por la activacion de la

expresion de mas de 30 genes en el higado.

e. El aumento de la esterificacion de acidos grasos libres en triglicéridos:

En el higado de los alcohdlicos y las personas con obesidad, resistencia a la insulina y

sindrome metabolico, el aumento de la oferta de acidos grasos libres y la disminucion de la
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capacidad del higado para oxidar estos compuestos, puede dar lugar a su esterificacion y

almacenamiento como triglicéridos, dando lugar al en higado graso.

f. Disminucién de la exportacion de triglicéridos del higado:

Los triglicéridos son generalmente exportados desde el higado por lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) Estas particulas, son el resultado de un complejo proceso que
da lugar a la union entre triglicéridos, colesterol, fosfatidilcolina y apolipoproteinas. La
inhibicion de este proceso en cualquiera de sus niveles puede dar lugar a la acumulacion de

triglicéridos en los hepatocitos y, por consiguiente, al desarrollo de higado graso.

1.2.3. Diagnostico y biomarcadores

Un método no invasivo para el diagndéstico de factores de riesgo del higado graso,
son los biomarcadores, es decir, la utilizacion de sangre, orina, saliva o pelo. No obstante
es preciso completar estos estudios con técnicas de imagen no invasivas que confirmen el

diagndstico y permitan un tratamiento precoz de la esteatosis y de la esteatohepatitis.

La evaluacion bioquimica del higado se realiza mediante pruebas de funcién
hepatica a través de muestras sanguineas. Los parametros que se evallan de forma
rutinaria son: GOT (aspartato aminotransferasa) y GPT (alanima aminotransferasa),
proteinas totales, albumina y las globulinas y (y-glutamil transferasa o0 GGT), bilirrubina

total, fosfatasa alcalina, y el tiempo de protrombina normalizado (INR).
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El FibroMax (Biopredictive, Francia) es un procedimiento no invasivo que consta
de un panel de marcadores capaces de predecir enfermedad hepética avanzada. Consta de
cinco pruebas: FibroTest (para evaluar el grado de la fibrosis); ActiTest (para evaluar el
grado de actividad, inflamacion y necrosis); SteatoTest (para diagnosticar esteatosis
hepética); NashTest (para diagnosticar la esteatohepatitis no alcoholica) y el AshTest (para

diagnosticar la esteatohepatitis no alcohdlica grave) (31).

FibroMax combina la medicién de 10 parametros indirectos ajustado por edad,
sexo, peso y altura: a2-macroglobulina, la haptoglobina, la apolipoproteina Al, bilirrubina

total, GGT, ALT, AST, glucosa en ayunas, triglicéridos y colesterol total.

Por otra parte, las leptinas y las adiponectinas han sido descritas como posibles
herramientas de screening para el diagndstico de NAFLD, de manera aislada o en
combinacion con otros factores de riesgo. Ambas hormonas son importantes reguladoras
de la obesidad y la resistencia a la insulina y estan implicadas en el desarrollo de esteatosis
hepatica, inflamacion y fibrosis en pacientes con NAFLD. Los niveles séricos elevados de
leptina y disminuidos de adiponectina son una constante en pacientes con NAFLD y

NASH, comparados con pacientes controles (32).

En cuanto a las técnicas de imagen, los US son la técnica de eleccion tras la
anamnesis y exploracion fisica, en pacientes con sospecha o evidencia de enfermedad
hepatica, simultaneamente a las pruebas analiticas dirigidas al establecimiento de la causa
del proceso y antes de cualquier otra intervencion diagndstica o terapéutica. Esto es asi por

su inocuidad, bajo coste, accesibilidad y reconocida utilidad (30). La ecografia es rentable

26



INTRODUCCION

y estd ampliamente disponible, pero esta limitada por la variabilidad interobservador e
intraobservador (33) y no se considera lo suficientemente precisa para la cuantificacion de

esteatosis.

El diagndstico de esteatosis es relativamente facil de realizar a partir de una amplia
semiologia ecografica bien definida. Por el contrario, la aportacion de la US a la
determinacion del estadio histolégico en pacientes con una enfermedad crdnica sin los
indicios habituales de disfuncion hepética ni hipertension portal es menos evidente, siendo
ésta quizé la indicacion mas solicitada en el momento actual y de especial importancia,
pues aproximadamente el 25% de los pacientes sometidos a biopsia hepética en el estudio
de una hipertransaminasemia mantenida, en estas circunstancias, tienen ya una cirrosis

hepatica no sospechada.

Otras técnicas de imagen son la tomografia computarizada (TC) y la resonancia
magnética (RM). Aunque la TC se considera una técnica fiable para evaluar la esteatosis,
su uso es limitado por la exposicion a la radiacién. Ademas, es menos sensible que la
ecografia y resonancia magnética (34). Dentro de la RM, existe una modalidad Ilamada
“elastografia de resonancia magnética (Elasto-RM)”, que produce imagenes codificadas a
color conocidas como elastogramas que indican la elasticidad de los tejidos. La medicién
de manera directa de la grasa y el agua y, en general, las sefiales de protones, se considera
la forma mas inocua para la cuantificacion de la grasa hepatica (35). EIl problema de esta
técnica es que es costosa, poco disponible, mal tolerada por parte de algunos pacientes y

proporciona una imagen estatica, a diferencia de otras técnicas.
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Por ultimo, otra técnica no invasiva que puede ser utilizada para establecer de
manera cuantitativa el grado de esteatosis hepéatica y su componente inflamatorio y/o
fibrético es el Fibroscan®. Esta técnica se basa en la adquisicion de pulsos de eco, que
recogen la propagacion de una onda de corte a través de la porcion del tejido a estudio y
miden su velocidad, que estd directamente relacionada con el la rigidez del tejido (o

modulo de elasticidad). Los resultados se expresan en kilopascales (36).

La sonda se aplica en la linea media axilar, entre las costillas y sobre la silueta
hepética. El explorador debe mantener la posicion de la sonda (perpendicular al plano
cutaneo) y obtener 10 determinaciones validas. La pantalla mostraré tres valores que
debemos tener en cuenta. La ratio o relacion entre el nimero de mediciones vélidas y el
namero total de mediciones, el rango intercuartil (RIC) o variacion del total de mediciones
validas con respecto a su valor mediano y la rigidez o valor mediano de las 10
determinaciones validas, expresado en kPa (figura 6 y 7). Esta técnica, a diferencia de los
US, no presenta correlacién con una imagen y presenta limitaciones en pacientes obesos

y/o con ascitis (37,38).

Valor en KPa

Figura 6: En esta imagen se muestra un FibroScan® modelo 402. A la derecha se visualiza la sonda que usa

y en la pantalla aparece el valor obtenido en KPa.
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Figura 7: Este dibujo ilustra la adquisicion de la medida en el FibroScan®. A la izquierda se observa la
sonda. A la derecha se presenta el higado. Como vemos, la muestra de tejido que estudia el FibroScan® es
dedx1x1lcm (TxAPXL)y lamuestra se toma siempre a 2.5 cm por debajo de la piel. Este Gltimo dato

limitaria el estudio a pacientes con escaso paniculo adiposo.

En la actualidad, el diagndstico de NAFLD requiere de los resultados de la
histologia hepéatica. De modo que la biopsia hepatica se considera el estandar de referencia
para detectar y poner de manifiesto las lesiones en las células hepaticas (39).

Sin embargo, la biopsia hepatica tiene varias desventajas, incluyendo el error de muestreo,
la variabilidad intra e inter observador, la escasa aceptacion del paciente y las

complicaciones potenciales que incluyen la hemorragia y la muerte (40)

1.3 EL POLLO COMO BIOMODELO EXPERIMENTAL DE ESTEATOSIS

A diferencia de los mamiferos, el higado es de forma exclusiva, el sitio primario para
la sintesis de &cidos grasos de novo en las aves, y por tanto el sitio primario de lipogénesis.
Debido a que el sistema linfatico del pollo es rudimentario, la principal ruta de absorcion
de grasas es mediante la formacion de micelas mixtas; los quilomicrones son absorbidos

directamente hacia la sangre portal para ser transportados al higado, lugar para la sintesis y
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posterior deposito en los tejidos. Por tanto, el higado es el primer tejido expuesto a una
dieta grasa. Esta es una caracteristica que predispone a las aves a una condicién patolégica

denominada sindrome del higado graso (41).

Entre las distintas estrategias para aumentar el valor nutricional de los alimentos se ha
estudiado el efecto de la alimentacion de las aves de corral mediante una dieta rica en
acido linoleico y &cidos grasos polinsaturados sobre la histopatologia hepética, nivel de
lipidos en plasma, en el tejido muscular y en la yema de huevo, observandose una aumento
de la lipidosis hepética asociada a esta dieta por un mecanismo no conocido en relacion
con un aumento de la actividad metabdlica del higado o estrés cronico (42).

En base a estos factores predisponentes, se utiliza el pollo como modelo de higado graso.
En experimentos previos se ha podido comprobar que el uso de dietas aterogénicas para
inducir arteriosclerosis (43), conlleva el desarrollo de higado graso, lo que permite usar
este biomodelo experimental para ensayos terapéuticos de ambas enfermedades (44,45)

En concreto, tras un periodo de induccion de 3-6 meses se ha observado una importante
esteatosis macrovesicular e inflamacion moderada que predomina en el parénquima

hepatico (41).

Ademas, el pollo es adecuado para pequefias y prolongadas investigaciones de

laboratorio. Por lo tanto, el modelo de pollo es economico y la técnica ofrece ventajas

sobre los modelos mamiferos.
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1.3.1 Experiencia previa y validez interna de la técnica

Con todos estos datos que se conocen del biomodelo aviar de esteatosis, se decidid
Ilevar a cabo un estudio experimental en el que se evaluara la validez interna de la técnica
ARFI, lo que dio lugar al siguiente articulo: "Assessment of liver steatosis in chicken by
using acoustic radiation force impulse imaging: preliminary results.”(46). El articulo se

redacta a continuacion es espafiol, ya que merece la pena resefiar este paso previo.

1.3.1.1 Introduccion

La enfermedad grasa del higado de origen no alcohdlico (NAFLD) es un problema
de salud emergente en los paises desarrollados. La prevalencia de esta patologia es del 20-
30% en la poblacion general [1-5]. NAFLD pertenece a un espectro continuo de
enfermedades que incluyen la esteatosis simple (esteatosis no alcohdlica o NAFL) y la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). NASH se caracteriza por la presencia de
infamacidn hepética y potencialmente puede llegar a producir cirrosis [5-9]. Es importante
por ello distinguir entre NAFL y NASH. La biopsia hepdtica es todavia el estandar de
referencia para establecer el diagnéstico diferenecial entre estas dos condiciones. Sin
embargo, es una técnica invasiva con poca aceptacion entre los pacientes por las
potenciales complicaciones que pueden producirse. Ademas de esto, la validez de la
biopsia es limitada por existir variabilidad intra e interobservador, asi como errores de
muestreo [10-12]. En la actualidad las lineas de investigacion se centran en los métodos

alternativos a la biopsia, especialmente en los que valoran la elasticidad tisular.

Recientemente se esta dando a conocer una nueva técnica de ultrasonografia (US)

con elastografia incorporada, llamada “radiacion acustica de la fuerza de impulso” (ARFI).
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ARFI es una técnica de imagen que proporciona informacion de las caracteristicas
mecanicas de los tejidos usando pulsos acusticos de alta intensidad y corta duracion, que
generan un desplazamiento local del tejido [13-15]. En nuestro conocimiento no existen
articulos en la literatura que apliquen la técnica ARFI para cuantificar el grado de
estestosis hepética. La hipétesis del presente estudio es que la imagen ARFI puede ser
usada como meétodo para cuantificar la esteatosis hepatica. EI objetivo de este estudio es
evaluar la técnica ARFI como una herramienta no invasiva para la deteccion y

cuantificacion de los diferentes grados de esteatosis hepéatica en un modelo animal.

1.3.1.2 Material y Método

Animales

El estudio incluy6 20 pollos White Leghorn con tres semanas de vida (Pollos Pujante,
Murcia, Espafia) mantenidos bajo condiciones controladas. Cada habitacion disponia de
aire acondicionado y termostato, ofreciendo minimas variaciones en cuanto a la
temperatura y humedad (aproximadamente 23°C y 60% respectivamente). Los pollos
fueron aleatoriamente asignados a dos grupos (durante las primeras tres semanas de vida
recibieron una dieta estdndar). Cada grupo estaba constituido por 10 animales. No hubo
restriccion hidrica. Los dos grupos de animales recibieron una de estas dietas, previamente

establecidas (18):

- Grupo con SD (Dieta estandar): Estaba compuesta por pienso estandar (4,8% de
contenido en grasa). Este fue el grupo sano/control. La cantidad semanal de esta

dieta se fue incrementando conforme crecian los animales.

- Grupo con HD (Dieta Hiperlipémica): Compuesta por un 3% de colesterol, 20% de

aceite de palmay un 77% de pienso estdndar (grupo hiperlipémico).

32



INTRODUCCION

Estos experimentos fueron aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal
de la Universidad de Murcia, de acuerdo con las guias para el cuidado ético de los

animales de experimentacion de la Unién Europea

Técnica ARFI

Todos los estudios ecograficos fueron efectuados por el mismo radiélogo (MR) con
mas de 20 afos de experiencia en ecografia. Para la realizacion del examen sonografico se
utilizé una plataforma Acuson S 2000 (Siemens, Erlangen, Alemania), equipada con una
sonda sectorial multifrecuencia 4-1 MHz. La técnica ARFI forma las imagenes a partir de
una serie de pulsos acusticos constantes de corta duracion (~262ms)y 2,67 MHz de
frecuencia que producen una excitacion mecanica de tejido y provocan un desplazamiento
transversal del mismo [16] que se registra como ondas de US [14]. La velocidad de
propagacion transversal es proporcional a la raiz cuadrada de la elasticidad de los tejidos

[13, 14].

El examen se realizd en el 16bulo hepético derecho, con el animal sin sedacion ni
ayuno, en decubito supino, sobre la mesa de exploracion. Se estudié el cuadrante
abdominal superior derecho, tras la retirada de las plumas. Todos los examenes se
realizaron en un area libre de vasos, en el l6bulo hepatico derecho, a una profundidad entre
2,3y 2,5 cm de la piel. La velocidad de onda de corte (SWV 0 Vc) se midio en una region
de interés (RDI) rectangular elegida por el examinador (Figura 1). El resultado de esta
velocidad de corte se mide en metros por segundos (m/s). La medida SWV es una
propiedad de los tejidos intrinseca y reproducible [14-15]. La SWV definitiva para cada

animal fue la media de tres medidas exitosas.
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Anélisis de sangre

A las 24 horas siguientes a la realizacion del examen con ultrasonido todos los
pollos fueron sacrificados. Para ello se mantuvo al animal en ayunas durante doce horas, se
les anestesié con una combinacion de ketamina+xilacina (Iml/Kg) y finalmente se
procedi6 a la eutanasia con pentobarbital intraperitoneal (50 mg/Kg) [18]. A continuacién,
se extrajo una muestra de sangre (1ml) de la vena axilar. En todos los casos las muestras
de plasma se vertieron en tubos con citrato de trisodio 10 mM. El suero fue separado y
analizado para la determinacién de colesterol total, LDL, HDL vy triglicéridos. Para las
medidas se utilizé un analizador D-2400 y P800 (Hitachi Ltd., Tokio, Japan). Se uso el

método descrito por Kostner [19] para la precipitacion del HDL.

Andlisis semicuantitativo de la esteatosis hepética

Los depdsitos lipidicos en el higado fueron evaluados en 10 portas (x400
aumentos) para cada animal (100 portas para cada grupo). La clasificacion
semicuantitativa de la grasa hepatica asigna una puntuacion segun el nivel de lipidos por
campo, acorde a la clasificacion histologica de Brunt et al [19]: El grado 0 corresponde a
un higado normal, con ausencia de lipidos o depdsitos menores al 5%; el grado 1
corresponde a depositos de lipidos menores al 33%; el grado 2 corresponde a depositos de

lipidos entre 33-66%; y el grado 3 corresponde a depdsitos de lipidos mayores al 66%.

Anélisis estadistico
El analisis estadistico fue realizado con el paquete estadistico SPSS versiéon 15.0
(SPSS for Windows, Chicago, IL, USA). Los resultados han sido expresados como media

+ desviacion estandar, con el rango (minimo-méaximo) entre paréntesis.
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La correlacion entre los diferentes pardmetros a estudio, fue evaluada mediante
analisis descriptivo. Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se verificd que los valores

obtenidos de Vcy LDL-Colesterol seguian una distribucion normal.

Las variables cuantitativas con distribucion normal fueron analizadas usando el
estadistico t de Student. El test no paramétrico de Kruskal-Wallis fue usado para
determinar la significancia estadistica en el analisis histologico semicuantitativo. La
diferencia de medias entre los dos grupos fue evaluada mediante la t de Student. La
relacion entre las variables cuantitativas V¢ y LDL-Col, asi como entre V¢ y los resultados

macroscopicos, se realizd mediante el coeficiente de correlacion de Pearson.

La referencia a la significacion estadistica se hizo mediante la presentacion del
valor p para un riesgo del 5%, considerando, por lo tanto, como estadisticamente

significativo cualquier medida obtenida con un valor de p<0,05.

1.3.1.3 Resultados

La técnica ARFI se realizO de manera satisfactoria en todos los pollos
seleccionados para el estudio. La media de las V¢ obtenidas en el grupo alimentado con
pienso estandar (SD) fue de 0,9+0,1 m/s (rango 0,8-1,3 m/s) y de 1,9+0,2 m/s (rango 1,3—
2,2 m/s), en el grupo con dieta hiperlipémica (HD). Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p<0,001). La tabla 1 muestra el perfil lipidico obtenido en los animales. Los
pollos con dieta hiperlipémica (HD) muestran un marcado incremento en los valores de
lipidos, en relacion con los pollos alimentados con pienso estandar (SD), siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).
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Los hallazgos observados en el andlisis semicuantitativo de la esteatosis mostraron
que todos los animales que componian el grupo SD presentaron un grado 0 en la
clasificacion de Brunt para la esteatosis hepatica, mientras que los pollos que
correspondian al grupo HD se distribuyeron de la siguiente manera: Grado 1 (n=1), Grado
2 (n=3) y Grado 3 (n=6), con diferencias entre grupos estadisticamente significativas

(p<0,05) (figura 13).

El presente estudio mostré una buena correlacion entre los valores de LDL y las V¢
obtenidas (0,60, p<0,05). También se observé una fuerte correlacion entre la Vc vy el
analisis semicuantitativo de la esteatosis (r=0,85, p<0,001). Esto implica que a mayor Vc

mayor LDL en sangre y mayor esteatosis hepatica.

1.3.1.4 Conclusiones

Durante la ultima década, NAFLD se ha convertido en una patologia comin y es una
de las causas més importantes de enfermedad cronica del higado [21-22]. Los principales
factores de riesgo son la obesidad, la diabetes tipo 2 y la hiperlipidemia [3, 7, 9]. NAFLD
es ademas, un trastorno complejo que implica predisposicion genética y factores
ambientales. Como resultado de esta complejidad, los modelos animales proporcionan las
herramientas necesarias para superar la confusion de variables, como la heterogeneidad
genetica, las diferencias de genero, y los factores ambientales, incluyendo la dieta y el

estilo de vida [23].

Para el estudio de la esteatosis hepatica y la esteatohepatitis se han propuesto varios

modelos animales [18, 24]. Los estudios en animales son una herramienta valiosa para
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comprender la fisiopatologia de la enfermedad y sus caracteristicas histoldgicas, asi
como para la experimentacion de nuevos tratamientos. La mayoria de los estudios se
Ilevan a cabo en roedores y los métodos de induccion de la enfermedad son muy variados.
El presente estudio utiliza pollos sometidos a dieta hiperlipémica como modelo de NASH

[18].

El sistema linfatico en los pollos es rudimentario y el higado es el primer 6rgano
que estd expuesto en una dieta de lipidos. La principal via de absorcidn de grasas es la
formacion de micelas. Los quilomicrones son absorbidos directamente en el sistema portal
para el transporte de sangre al higado antes de una nueva sintesis y posterior deposicion en
los tejidos. Esa caracteristica predispone a las aves a la deposicién de grasa en el higado y
sus complicaciones: esteatosis, esteatohepatitis y cirrosis [18]. EI modelo animal de

esteatohepatitis utilizado en este estudio es econémico y facilmente reproducible.

NAFLD abarca un amplio espectro de lesiones que incluyen esteatosis simple, NASH,
fibrosis y cirrosis [5-9]. La fibrosis es uno de los factores que condicionan la progresion de
las lesiones hepaticas en NAFLD. La biopsia hepética se considera actualmente el estandar
de referencia para evaluar la fibrosis hepatica. Sin embargo, es un procedimiento invasivo
y doloroso, con raras pero potencialmente mortales complicaciones, limitando su
aceptacion en los pacientes generalmente asintomaticos, como son los pacientes con
esteatosis hepatica. La deteccion y cuantificacion de la esteatosis hepatica de manera no
invasiva es fundamental; es especialmente importante para identificar a los pacientes con
mayor riesgo de desarrollar cirrosis, en particular los pacientes con esteatohepatitis. Los

métodos convencionales de imagen como la ecografia, la tomografia computarizada y la
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resonancia magnética (RM) no diferencian la esteatosis simple de la esteatohepatitis [25,
26].

Un articulo recientemente publicado [24] informa que en ratas con esteatosis no
alcoholica, la elastografia RM puede ser util en la deteccidn precoz de la esteatohepatitis,

mostrando mayor elasticidad antes del desarrollo de fibrosis.

Datos del presente estudio muestran que el 100% del grupo de pollos SD obtuvo una
puntuacion de 0 en la clasificacion histolégica de Brunt, mientras que el 90% de los
animales del grupo HD mostré un grado 2 y 3 con un solo pollo calificado con una
puntuacion de 1. Con la técnica de ARFI también se observé una fuerte correlacion entre
los grados de esteatosis y la velocidad de corte media: generalmente, SWV aumenta con
el grado de esteatosis, especialmente en la esteatosis severa (puntuacién 3). La dieta
hipercolesterolémica e hipertrigliceridémica se han asociado con un deterioro severo de la
histologia hepética (acumulacién de grasa inflamacién y balonamiento celular), sin llegar a
observar fibrosis en la tincion Verhoeff van Gieson [18]. También se observé un aumento
en todos los parametros lipidicos en los pollos del grupo HD, en comparacion con las de
los pollos del grupo SD.

Es importante la estimacion precisa del grado de fibrosis hepéatica para la
determinacion del prondstico y tratamiento. La Elastografia transitoria (FibroScan) es
actualmente un método utilizado para cuantificar la fibrosis hepatica [27, 28]. La técnica
ARFI también es un procedimiento eficaz para evaluar fibrosis en pacientes con
hepatopatia cronica [16,17]. Sin embargo, el valor de estas técnicas de imagen,

especialmente para el diagndstico de la fibrosis moderada, es discutible. La eficacia de
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estas técnicas puede ser limitada por factores tales como el grado de inflamacion del
higado y la esteatosis. Lupsor et al [17] informaron de que la SWV estd fuertemente
correlacionada con la fibrosis, moderamente con la actividad necro-inflamatoria y no con
esteatosis. Vispo et al [29] describieron una sobreestimacion de la fibrosis usando la

elastografia transitoria en pacientes con inflamacion hepética extensa.

En la literatura revisada, no existe ningln estudio relacionado con el empleo de
técnica ARFI como herramienta para valorar el grado de esteatosis hepética. Las
velocidades medidas usando ARFI variaron de 0,8 a 2,2 m / s. Las velocidades méas bajas
(£ 1,3 m/ s) obtenidas correspondieron al grupo SD, que obtuvo una puntuacion de 0 en la
clasificacion histologica de Brunt. S6lo un pollo en el grupo HD presentd una puntuacion
de 2, con una SWV de 1,3 m /s, mientras que el 90% de los pollos de este grupo tuvieron
una SWV de 1,6 a 2,2 m / s. Por lo tanto, la técnica ARFI, puede discriminar entre
animales con un higado normal y aquellos con esteatosis hepatica. Encontramos una fuerte
correlacion entre SWV vy el grado de esteatosis. Sobre la base de las SWVs obtenidas en
este estudio se ha podido establecer siguiente clasificacion: <1,3 m/s (normal), para el
grado 0; entre 1,4 y 1,7 m/s (esteatosis hepatica intermedia), para grados 1-2, y entre 1,8 y
2,2 m/s (esteatosis hepatica grave), para el grado 3. Ademas, estos resultados muestran que
el grado de esteatosis influye en las propiedades mecanicas de los tejidos. Cuanto mayor
sea el grado de esteatosis, mayor es el SWV. Estos datos también sugieren que los pollos
incluidos en los grados 1-2 pueden corresponder a esteatosis simple, mientras que los
animales del grado 3 corresponderian con esteatohepatitis. Consideramos por lo tanto que
tanto la inflamacion como la esteatosis pueden influir en la elasticidad del higado, aunque

la inflamacion puede tener también una importante repercusion.
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Estos son los resultados preliminares de nuestra investigacion en un modelo animal

de esteatohepatitis, que pone de manifiesto la utilidad de la técnica ARFI para detectar y

cuantificar la esteatosis hepatica. Esta técnica puede ser un interesante biomarcador del

grado de esteatosis y podria ayudar en la deteccion temprana de la esteatohepatitis. Futuros

estudios son necesarios para determinar el papel de esta herramienta no invasiva en la

deteccion temprana de la esteatohepatitis.

Perfil lipidico de los dos grupos de animales.

1.3.15Tablal

desviacion estandar (rango)

Los datos se presentan como media *

Grupo Colesterol (mg/dl) Triglicéridos HDL (mg/dl) LDL (mg/dl)
(mg/dl)
Dieta estandar 89+2,5 (86,5-91,5) 37,14+73 70,02+0,33 11,57+0,75

(29,84-44,44)

(69,69-70,35)

(12,28-13,78)

Dieta

hiperlipémica

840,57+13,34

(826,67-853,91)

223.28+12.57

(210,71-235,85)

204.13+10.62

(193,51-214,75)

816,85+15,25

(801,59-832,11)
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1.3.1.6. Figuras
1.3.1.6.1 Figural
Imagen ecografica que muestra un corte transversal del higado (I6bulo hepético derecho) y
del corazon. En el centro se visualiza la RDI en una zona del parénquima hepético exenta
de vasos. A la derecha se observan los pardmetros obtenidos (Vc de 1,2 m/s a una

profundidad de 2,3 cm).

.24-19:20:37-Hora esténdar-1.3... RAD

Ve=1,2 m/s
Profundidad
=2,3 cm

1.3.1.6.2 Figura?2

Gréafico que muestra los diferentes grados de esteatosis segun la clasificacion de Brunt y la
distribucion de los animales de ambos grupos. SD (grupo con alimentacion estandar) y HD

(grupo con dieta hiperlipémica).

Shear wave
velocity (m/s)

§
O

Acoustic radiation force impuise

0 1 2 3

L Steatosis Grades
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1.4. OBESIDAD MORBIDA

La obesidad, definida como un indice de masa corporal >30 kg/m?, se estima que
afecta a cerca de 1.700 millones de personas en todo el mundo (47). El indice de masa
corporal (IMC) es calculado como el peso en Kg, dividido entre en cuadrado de la altura
en metros. Cuando el IMC es mayor o igual a 40 kg/m?, pasa a llamarse obesidad mérbida

y en los Estados Unidos la padecen cerca de un 5% de la poblacion (47).

El aumento de la prevalencia de la obesidad esta asociado con un aumento en la

incidencia de patologias asociadas, tales como diabetes tipo 2, hiperlipidemia,

hipertension, sindrome de apnea-hipopnea del suefio, enfermedad cardiaca, accidente
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cerebrovascular, asma, problemas éseos degenerativos, varias formas de cancer, depresion
(48-50), asi como esteatosis y esteatohepatitis no alcohdlica. La esteatohepatitis no
alcoholica es una entidad que determina fibrosis hepatica (cirrosis) en un 2% (51,52). Estas
comorbilidades son responsables de mas 2,5 millones de muertes al afio en todo el mundo

(48).
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2 Hipotesis de trabajo. Objetivos

La técnica ARFI valora no sélo la imagen ecografica, sino que también evalla la
elasticidad de los tejidos, por lo que deberia proporcionar informacion atil para diferenciar
los higados sanos, de los que presentan NAFLD, NASH vy cirrosis, a partir de sus
caracteristicas elasticas y su imagen. Dado que la técnica ARFI se encuentra previamente

validada internamente en un modelo experimental de esteatosis, es necesario:

1. Verificar la reproducibilidad interobservador.

2. Conocer los valores de VVc normales en pacientes con higados sanos.

3. Aplicar la técnica en pacientes con patologia hepéatica y correlacionar con los hallazgos
en anatomia patoldgica.

4. Disponer de un algoritmo diagndstico que permita una clasificacion de los diferentes
grados de NAFDL.

5. Conocer las limitaciones de la técnica y como solventarlas.

La mayor parte de los trabajos publicados previamente, se han centrado en los
puntos 3 y 4, y en menor medida en el 2 y el 5. Esta tesis pretende seguir el “método
cientifico”, sustentado en dos pilares fundamentales: el método hipotético deductivo

experimental y la reproducibilidad.

De esta manera se pretende poner a prueba la fiabilidad de la técnica, definir los

parametros normales y establecer un método diagnéstico Util en la préactica clinica diaria.
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Reproducibility of Shear Wave Velocity Measurements by Acoustic Radiation Force

Impulse Imaging of the Liver. A Study in Healthy Volunteers.

Florentina Guzman-Aroca, MD, Manuel Reus, MD, Juan D. Berna-Serna, MD, Laura

Serrano, MD, Cristina Serrano, MD, Amparo Gilabert, MD, Angela Cepero, MD

From Department of Radiology, Virgen de la Arrixaca University Hospital, 30120, El

Palmar, Murcia, Spain.

3.1 Denominacion de la revista

Journal of Ultrasound in Medicine

3.2 Abstract

Objectives: The purposes of this study were to investigate interobserver reproducibility
using acoustic radiation force impulse imaging and to develop an acoustic radiation

force impulse scoring system.

Methods: Fifty healthy volunteers with normal liver function test values were selected

for the study. Shear wave velocity measurements, expressed in meters per second, were
taken in a deep portion of liver segment 6. Two observers with different levels of
experience performed the measurements independently and blindly.

Results: All of the measurements taken by the 2 observers were valid, even in volunteers
with a body mass index of greater than 28 kg/m2. The results point to very good
interobserver reproducibility of shear wave velocity measurements, with an intraclass

coefficient correlation of 0.86 (P <.001).
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Conclusions: The results of this study show that shear wave velocity measurements
using the acoustic radiation force impulse technique and a standardized protocol are

accurate and reproducible.

Key Words: acoustic radiation force impulse imaging. Healthy volunteers. Liver. Liver

Fibrosis.
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Detection of non-alcoholic steatohepatitis in patients with morbid obesity before
bariatric surgery: preliminary evaluation with acoustic radiation force impulse

imaging
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4.1 Denominacion de la revista

European Radiology

4.2 Abstract

Objective: To investigate the utility of acoustic radiation forcé impulse (ARFI) imaging,
with the determination of shear wave velocity (SWV), to differentiate non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) from non-alcoholic steatohepatitis (NASH) in patients with morbid

obesity before bariatric surgery.
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Methods: Thirty-two patients with morbid obesity were evaluated with ARFI and
conventional ultrasound before bariatric surgery. The ARFI and ultrasound results were

compared with liver biopsy findings, which is the reference standard. The patients were
classed according to their histological findings into three groups: group A, simple

steatosis; group B, inflammation; and group C, fibrosis.

Results: The median SWV was 1.57£0.79 m/s. Hepatic alterations were observed in the
histopathological findings for all the patients in the study (100 %), with the results of the
laboratory tests proving normal. Differences in SWV were also observed between groups
A, B and C: 1.34+0.90 m/s, 1.55+0.79 m/s and 1.86+0.75 m/s (P<0.001), respectively. The
Az for differentiating NAFLD from NASH or fibrosis was 0.899 (optimal cut-off value 1.3
m/s; sensitivity 85 %; specificity 83.3 %).

Conclusion: The ARFI technique is a useful diagnostic tool for differentiating NAFLD
from NASH in asymptomatic patients with morbid obesity. KEY POINTS : ¢ Acoustic
radiation force impulse imaging provides ultrasonic shear wave velocity measurements. ®
SWYV measurements were higher in patients with inflammation or fibrosis than NAFLD.
ARFI differentiates NAFLD from NASH in patients with morbid obesity. ¢ Results

suggest that ARFI can detect NASH in asymptomatic morbidly obese patients.
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The clinical utility of elastography, a new ultrasound technique.

5.1 Denominacion de la revista

Radiologia

5.2 Abstract

Sonoelastography combines elastography and B mode ultrasonography to show
parameters related to the structural organization of tissues in real time. Thus, this
noninvasive technique shows us the mechanical characteristics of each tissue. The
different elastography techniques (qualitative and quantitative, in ultrasonography or
magnetic resonance imaging) are based on the hypothesis that soft tissues are more
deformable than stiff tissues and that these differences can be captured in images.
Elastography adds a new perspective to conventional ultrasonography: it reflects the
stiffness of the tissues, and this information, together with the anatomic information from
B mode imaging and the vascular information from Doppler, is key for the diagnosis. This
article aims to provide a brief summary of what elastography is, the different types of

elastography, and the range of possible applications of this technique.
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6. Discusion global de los tres articulos

La esteatosis no alcohdlica (NAFLD) y el espectro de enfermedades que conlleva
(NASH vy cirrosis) es un trastorno complejo que implica factores medioambientales y
predisposicion genética. Como resultado de esta complejidad, los modelos animales
proporcionan las herramientas necesarias para superar la confusion de variables, como la
heterogeneidad genética, las diferencias de género, y los factores ambientales, incluyendo
la dieta y el estilo de vida (41-43). Aun se desconoce mucho sobre la fisiopatologia de la
esteatosis en los seres humanos, dada la dificultad de estudiar todos los factores que
intervienen en las poblaciones humanas (29). Ademas estos animales también pueden
presentar alteraciones hepaticas compatibles con esteatosis, esteatohepatitis e incluso
cirrosis, al ser alimentados con una dieta rica en lipidos, dado su sistema linfatico

rudimentario (41).

La biopsia hepética es actualmente considerada el estdndar de referencia para
evaluar la fibrosis, la inflamacion y la infiltracién grasa hepatica. Sin embargo, es un
procedimiento invasivo, con raras pero potenciales complicaciones mortales, lo que limita
su aceptacion (37,38). Ademas, la eficacia de la biopsia en el diagndstico de la fibrosis esta
cuestionada por la variabilidad interobservador (la discordancia entre muestras puede
alcanzar el 50 % y una tasa de falsos negativos del 24-50%, sobre todo en casos de cirrosis

macronodular) (27).

Asi mismo existen marcadores bioldgicos de esteatosis hepatica, que buscan
establecer el estado de fibrosis y de actividad inflamatoria equivalente a la informacion

que suministra la biopsia hepatica (39). La desventaja reside en que estos métodos
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aumentan su sensibilidad cuanto mayor sea el grado de inflamacion o fibrosis hepaética.
Esto significa el aumento de falsos negativos en estadios incipientes y reversibles. Estudios
realizados demuestran que no existen diferencias significativas entre concentraciones de
enzimas hepaticos analizados (GOT/GTP), mientras que se les da un valor significativo a
los valores del LDL-Colesterol, como uno de los marcadores bioldgicos de esteatosis

(31,32).

Existen otras técnicas de diagndstico no invasivas como la ecografia, en la que el
diagnostico de esteatosis es relativamente sencillo. El problema de la ecografia es que es
altamente operador dependiente y el diagndstico y caracterizacion del higado graso se basa
Unicamente en la ecogenicidad hepatica (30,33,34). Por lo tanto, la evaluacion de la
esteatosis es principalmente cualitativa. Sin embargo, la ecografia es muy util en el
diagnostico de estadios finales de una hepatitis de cualquier origen (cirrosis).
Aproximadamente el 25% de los pacientes sometidos a biopsia hepatica en el estudio de
una hipertransaminasemia mantenida, tienen ya una cirrosis hepatica no sospechada y que
es diagnosticada con ecografia (27). De esta manera se pueden diagnosticar higados en
estadios finalales de enfermedad (cirrosis), pero no en los iniciales, cuando todavia no

existe fibrosis.

Por otra parte la Tomografia Computarizada (TC) y la elastografia por Resonancia

Magnética (elasto-RM), constituyen técnicas de imagen alternativas a la ecografia, que, sin

embargo, plantean el inconveniente de la radiacion y el coste, respectivamente (34,35).

Por ultimo, otra técnica diagndstica no invasiva es la elastografia de transicion

(FibroScan®). El problema de esta técnica es que aporta la mediana de la elasticidad del
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tejido (tomado al azar) sin la obtencién de imagen; ademas de presentar limitaciones en

pacientes obesos y/o con ascitis (36-38).

Es en este punto donde cobra importancia la existencia de ARFI: una técnica que
conjuga la inocuidad y bajo coste de los US, con los datos que aporta el conocimiento
cuantitativo de la elasticidad de los tejidos, mas que demostrado con la elastografia de

transicion.

En un estudio previo se (46) se ha analizado la “validez interna” de la técnica ARFI
en un biomodelo experimental controlado, y se han correlacionado los resultados

obtenidos con la anatomia patoldgica (técnica estandar de referencia).

En el primer trabajo se analiza la precision o fiabilidad de la técnica
interobservador (grado de reproducibilidad de un estudio o de un procedimiento de
medida) y se precisan los valores de V¢ normales en higados sanos (0,94 + 0,17; rango

0,84-1,2), tomando de referencia una poblacion de 50 individuos (grupo control).

Por otra parte, la esteatosis hepatica simple, por si sola, es una entidad benigna; sin
embargo actualmente existe evidencia de que evoluciona a NASH vy a fibrosis hepatica
(50,51). Durante la ultima década, la NASH se ha convertido en una patologia comun y es
una de las causas mas importantes de enfermedad cronica hepética (22, 26). En el tercer
trabajo, se pone de manifiesto que las alteraciones hepéticas visualizadas en anatomia

patoldgica son muy frecuentes en pacientes con obesidad morbida, en ausencia de
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sintomatologia (en nuestro caso del 100%). Estos hallazgos abarcan la infiltracion grasa,

los cambios inflamatorios y la fibrosis.

Hasta ahora, la determinacion de alteraciones hepaticas previa a la cirugia
bariatrica en pacientes con obesidad morbida, venia determinada Unicamente por datos
analiticos. Sin embargo los datos obtenidos en el tercer trabajo muestran que todos los
pacientes, aun teniendo unos resultados analiticos normales, presentaron alteraciones
hepéticas en anatomia patoldgica y de ellos, el 65,2% (n=20), alteraciones distintas de la

esteatosis simple.

La ecografia, anteriormente cuantificaba el grado de esteatosis hepéatica en
pacientes con obesidad morbida. No obstante, la cuantificacion de la V¢ es fundamental
para discriminar higados ecograficamente normales, o con esteatosis simple, de aquellos
que presentan un componente inflamatorio o fibrosis (hallazgos compatibles con NASH y
su espectro de patologia). Ademas de esto, la ecografia presenta la gran desventaja de la
subjetividad propia de la técnica. La cuantificacion de estos hallazgos, ha sido posible tras
la medida de la V¢ en el tejido, que aumentaba considerablemente en la fibrosis (1,86 *
0,75 m/s) y en la inflamacion (1,86 £ 0,75 m/s), y disminuia sensiblemente, conforme
aumentaba la cantidad de infiltracion grasa (1,34 £ 0,90 m/s). ElI aumento de la VVc en la
fibrosis ya ha sido probado en un estudio reciente de Boursier J et al (22) en 2010, donde
se analiza el higado de 101 pacientes con enfermedad hepética cronica. Se ha especulado
que el aumento de la reticulacion de la matriz extracelular hepatica y la infiltracion por
edema y células inflamatorias podrian ser factores que contribuyen a la mayor rigidez

observada (23-25).
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Por el contrario, la asociacion entre la inflamacion y la velocidad de corte, ain no
ha sido comprobada. La mayor celularidad encontrada en los higados con inflamacion
(infiltrados linfocitarios) podria ser una causa de aumento de la V¢, por existir una mayor

densidad de tejido.

La disminucion de la V¢ conforme aumenta la infiltracion grasa hepatica, podria
deberse a que las grandes vacuolas grasas aumentan el espacio entre las células hepaéticas,
disminuyendo la densidad del tejido, lo que hace que el higado sea méas blando, como ya

han planteado Yoneda et al (20).

La ecografia convencional nos permite clasificar los higados segun su morfologia y
ecogenicidad, mientras que la técnica ARFI afiade un parametro funcional (la elasticidad
del tejido en ese momento) que nos permite definir unos parametros de elasticidad normal

o anormal, incluso con ecografia normal.

En el segundo trabajo se pone de manifiesto la relacion positiva y directa que existe
entre el grado de esteatosis detectado en ecografia, con las cifras de colesterol total y el
LDL-colesterol, de manera que los parametros séricos aumentan, conforme aumenta el %
de esteatosis encontrado en la anatomia patologica. La obtencion de parametros
serologicos como el colesterol total o el LDL-Colesterol, constituirian un buen parametro
para la deteccion y seguimiento de la esteatosis hepatica, pero por si solo no ayuda a

diferenciar la esteatosis simple de la inflamacion o fibrosis.
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Los métodos convencionales de imagen como la ecografia o TC no distinguen una
esteatosis simple, de una esteatohepatitis. En cuanto a la elasto-RM, permite la detencion
precoz de la NASH y la fibrosis, pero es una técnica de poca disponibilidad y alto coste
(34,35). Ademas existe la gran limitacion del perimetro abdominal de estos pacientes, la
mayoria de ellos, mayor que el diametro del gauntry. Aunque, para obviar la limitacion del
gauntry se puede usar la RM abierta (35). En el segundo trabajo, la determinacién de la V¢
con la técnica ARFI, ha demostrado una alta sensibilidad (89.47%) y una gran
especificidad (76.92%) en la deteccion de inflamacion y fibrosis, con el consiguiente

aumento de los valores de V¢ en ambos casos.

La deteccion de inflamacion y fibrosis hepatica, previo a cirugia bariatrica, es
fundamental para identificar no sélo a pacientes con mayor riesgo de desarrollar cirrosis, si
no a los que presentan cualquier alteracién hepética, ya que ésta es determinante en la
evolucion postquirargica de los pacientes (53,54). Como la histologia hepaética
normalmente no esta disponible antes de la cirugia, la valoracion de la Vc durante el
estudio ecogréafico previo, puede ayudar en la evaluacion clinica de la patologia del higado

en pacientes obesos en el que no existen otros indicios de dafio hepético.

La medida de la Vc, junto con la valoracion de los hallazgos ecograficos
convencionales, permitiria diferenciar higados con esteatosis simple (Vc<1,3m/s), de otros
higados con esteatohepatitis o fibrosis (Vc>1,3 m/s). Tomando como base nuestros
resultados, el algoritmo propuesto en la figura 6 del articulo 3, podria ser extrapolado a la

practica clinica.
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La combinacion de estas técnicas: ecografia convencional y ARFI, podria servir
para el diagnostico precoz de la lesion hepética, ya que hemos observado varios pacientes
con fibrosis incipiente y sin esteatosis, que presentaban una Vc elevada con un higado
ecograficamente normal. Esto es probablemente porque la esteatosis es reemplazada

gradualmente por la deposicion de matriz extracelular que da lugar a la fibrosis.

La deteccion temprana y monitorizacion de patologia hepatica (NASH) es
fundamental para evitar la evolucién a cirrosis y realizar un tratamiento precoz de la

misma.

En resumen, en el segundo trabajo se analiza la “validez externa” o grado en que
los resultados de un estudio son generalizables a otras poblaciones distintas a la estudiada
en un primer momento (biomodelo animal). De esta manera se podria aplicar el algoritmo
diagndstico disefiado a otras poblaciones distintas de los pacientes con obesidad morbida,

como método de diagndstico precoz de NASH.

Por altimo en el tercer trabajo se discuten las diferentes aplicaciones de la
sonoelastografia no sélo en el higado sino en otros muchos 6rganos, aportando ejemplos
practicos en musculo-esquelético y tiroides. La elastosonografia aportaria la rigidez de los
tejidos como tercer pilar de la ecografia, junto con informacion anatomica del modo-B y la
vascular del modo-Doppler. En este trabajo se propone la realizacion de “mapas
elastograficos” del organismo, tanto en sonoelastografia cualitativa (mapas de color),
como en sonoelastografia cuantitativa (Velocidad de corte o kPa), para asignar valores de

referencia a tejidos sanos y, de esta manera, normalizar la técnica.
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Tanto los trabajos aportados en esta tesis, como el trabajo realizado previamente en
animales (46), pretenden demostrar de manera certera, que la técnica sonoelastogréfica
ARFI, es un método fiable, reproducible, no invasivo y barato, para el diagnostico de

patologia hepatica difusa, siendo extensible a otros 6rganos del ser humano.
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7. CONCLUSIONES

El desarrollo de esta memoria ha conducido a los siguientes avances en el

conocimiento:

1. Se ha verificado la reproducibilidad, precision o fiabilidad interobservador de la

técnica ARFI, obteniendo un coeficiente de correlacion intraclase de 0,86.

2. Se han propuesto unos valores de V¢ normales en pacientes con higados sanos (0,94 +

0,17; rango 0,84-1,2).

3. En nuestros pacientes obesos, la técnica ARFI ha mostrado mayor sensibilidad y
especifidad (85% Yy 83,3% respectivamente), en la deteccién de higados con fibrosis

y/o esteatohepatitis, que la ecografia simple o los datos de laboratorio.

4. Se ha elaborado un algoritmo diagnéstico que permite una clasificacion de los
diferentes grados de NAFDL, de manera que se distinga esteatosis simple (benigna) de

esteatohepatitis no alcoholica (NASH) mediante la conjuncion de US y ARFI.

5. Se propone la realizacion de “mapas elastograficos” tanto cualitativos como
cuantitativos de los diferentes organos, para solventar los problemas de variabilidad

interobservador de la técnica.
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