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Introduccién

1.1 la Fibrosis hepatica

1.1.1 Definicién e incidencia

La fibrosis hepética puede detectarse en la mayoria de las enfermedades hepéticas
cronicas y consiste e#l depdsito de colageno y otras moléculas de la matriz extracelular
(MEC) en el parénquima hepatidés un complejo mecanismo de reparacion tisular del

higado ante un dafio hepatocelular mantenidd.

Cuando se produce una dafio hepatico agudo, tienen lugar una reaccion inflamatoria y un
proceso de remodelado, que consten respuestas homeostaticas cuya finalidad es
promover la reparacion tisular del higado dafiado. Sin embargo, en las enfermedades
hepaticas, cuando la agresion tisular deviene en un proceso cronico, estos fenémenos son
el origen de una sucesion de aconte@ntos que incluyen la activacion de multiples
procesos profibrogénicogue tendrdn como resultado el desarrollo progresivo de fibrosis
hepatica que en dltima instanciavolucionara hastaar lugara lacirrosis.Es importante
comprender que el desarrallde fibrosis hepatica es el resultado de la perduracién en el
tiempo de un proceso que en su origen eranigmo y de naturaleza reparador&s la
repeticion mantenida o perpetuacion, lo que acaba provocando que el proceso reparativo

termine por tornarse a patolégico en si mismo.

En un reciente estudio, la prevalencia de fibrosis hepatica en la poblacion general fue del
7,5%, siendo las causas mas frecuentes la enfermedad por higado graso no alcohdlico
(62%), la enfermedad hepatica alcohdlica (24%), laatitep créonica por virus C (6%), la

hepatitis crénica por virus B (4,5%) y la cirrosis biliar primaria(@)%)

En las uUltimas décadas se han realizado importantes avances en el conocimiento de la
historia natural y la patogenia de la fibrogénesis hepdt®aSe han definido los factores

que regulan la progresion de lafdsis en diferentes tipos de hepatopatias cronicas, asi
como las bases celulares y moleculares responsables del acimulo de colageno en el
higado fibrético. Estudios en pacientes y en modelos experimentales realizados en la
décadade los noventalemostraronque la fibrogénesis hepéatica avanzada es un proceso

reversible, estimulando el estudio de potenciales tratamientos antifibrogénicos.
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Introduccién

Actualmente, la maniobra terapéutica mas eficaz para evitar el progreso de la
fibrogénesis hepatica continla siendo larehiacion del agente causal. No obstante se
han intensificado los esfuerzos en este campo, dando lugar a la identificacion en modelos
experimentales de diversos agentes con capacidad antifibrogénica. Sin embargo, ain son
escasos los estudios clinicos corddbs que evallen su eficacia y seguridad, a pesar del

recierte desarrollo de métodos no iagivos para estimar el grado de fibrogénd8is

1.1.2 Mecanismos patogénicos

La fibrogénesis hepatica es el proceso de reparadébejido hepaticaante una agresion
tisular mantenida La participacion de manera activa diversos tipos celulares y
citoquinas profibrogénicas, asi como varias rutas celulares interconectadas y un gran
namero de moléculas ediadoras, hacen que el procesea enormemente complejo y

dinamico.

Despiés de un dafio hepatico agudo, las células parenquimatosas del higado, los
hepatocitos, se regeneran y sustituyen el tejido necrotico, restableciendo la arquitectura
hepatica normal. En este proceso se produce un depdsito de proteinas de la MEC, en su
mayolia coldgeno no fibrilar, asi como una respuesta inflamatoria. Este coladgeno no
fibrilar proporciona un sostén para los hepatocitos regenerados y contribuye al
mantenimiento de la arquitectura hepética. No obstante, si el agente causal de la lesion
del higalo persiste en el tiempo, tal como ocurre ks hepatopatias crénicas, el proceso
reparativo para intentar solucionar este dafio se produce de forma mantenida, llegando a
perpetuarse. Esto conduce por una parte a una disminucion adidacia del proceso
reparativo, y paralelamenta una produccion exagerada de MEC, que se depositara de
forma desorganizada en el higado. Ademas, la poblacién de hepatocitos es sustituida por
abundante MEC, compuesta mayoritariamente por colageno fibrilar, fibronectina y
diversos glucosaminoglicanos. Esto da lugar a la formacion progresiva de bandas de
colageno, que constituyen la base de la fibrosis, produciendo la alteracién gradual de la
arquitectura hepatica. Estas bandas de colageno son muy evidentes en estataados

de hepatopatia, llegando a unir varios espacios porta, dando lugar a los denominados

GLIHz2SSYy 1Sa RS FTAONRaAAAEé§D 9f RSAFNNRfEt2 RS Sad?z
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Introduccién

nodulos de regeneracigmue en ultima instancia daran lugar al desarrollo derasis
(3;4).

Como se ha dicho, dduerzas promotoras del desarrollo de Idibrosis hepéticason la

lesibn de las células del higadpor necrosis o apoptosis) lasreacdones inflamatorias
consecutivas a esta lesion. Esto llevasigo la activacion dan tipo especial de délas

no parenquimatosas situadaen el espacio subendotelidé Disseen la vecindad de los
hepatocitos denominadascélulas estrelladas hepaticas (H®€Epatic stellate celly. La
identificacion de estagélulas como el principal tipo celular causante de la sintesis
excesiva de colageno en el higado fibrético ha supuesto uno de los avances mas

significativos en el conocimiento de la patogenia de la fibrogénesis heffaia

Las HSCtambién denomindas células de Itorepresentan casel 5-8% de todas las
células hepéticas sangs comprenden alrededor del 1,4% del total del volumen del
higado Tienen forma de estrella y su citoplasma erra@i@numerosas gotas de lipidgsie
contienen retinoides, trigtéridos, colesterol y &cidos grasos libres, por lo que también
az2zy O2y20ARI&a 0O2Y2 &/ Stdzfl & RESNAXADEHRXYR
En condiciones normales su principal funcion es el almacenamiento y liberacion limitada
de vitamina A. Sirembargo, en el contexto de las hepatopatias crénicas, las HSC
presentan una transformacion fenotipica por la que adquieren cotiliced celular, asi
como la capacidad de secretatoquinas proinflamatorias ya mayoria de los elementos

gue constituyenla MEC(colagenos, elastina, glicoproteinas estructurales, proteoglicanos
y &cido hialurénic lo que supone la matriz del higado fibrético. Estasacteristicason
tipicas de los miofibroblastogor lo que se dice que la activacion de las HSC supone
transdiferenciacién en miofibroblastoEste cambio fenotipico de las HSC sera mantenido

y amplificado por la remodelacion de la MEC y por mecanisaspecificosde

perpetuaciongue se describiran en detalleas adelant?).

Las citoquinas inflamatorias juegan un papel clavelatesarrollo dda fibrosis, dad@ue
la inflamacion persistenteasi siempre precede a la fdsis. Después de una lesion en el
higado, varios tipos de células pueden secretar citoquinas iaftamas, incluyerdo los

macrofagos residentes ezl higade denominadosélulas de Kupfferlos hepatocitos, las
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Introduccién

HSC las célulasnatural killer, los linfoctos y las células dendriticaka activacion y
transdiferenciacion d las HSC es el resultado de umi@raccibncomplejaentre células

residentes y no residentes en el higado.

Las citoquinas son una familia de proteinas dgueauyen quimioginas, interfebnes
interleuquinas, factores de crecimiento, adipoquinas, Yy ligandos solubles
neurohumorales Como veremosa continuacién muchas de ellas son mediadores

importantes en etesarrollo de fibrosis hepatica.

Las adipogunas son lascitoquinas del tejido adposa Son péptidos secretados
principalmente por losadipocitos y, en menor medida, por las células del estroma
incluyendo los macrofagos, fibroblastpsnonocitosinfiltrados. La leptina y adiponectina
son la principalesdipoqunas implicadagn la legn hepaticala leptira tiene un efecto
profibrogénico, ya quemodula directamente el fenotipale las HSC y activa a los
macrofagosy células endoteliales para produtactor de crecimiento transformador beta
(TGF ), que como veremos mas adelante, es un importante promotor de la activacion de
las HSCAdemastambién juega un papel en la promocién de la proliferacion, migracién y
metastasis de las células Idearcinoma hepatocelular ¢l colangiocarcinomaPor el
contrario, se ha comprobado que diponectina inhibe la fibrogénesis hepética tanto in
vitro como in vivo Mas recientemente, séa implicado una adipodoa adicional, la
grelina, como atenuante dela lesion hepatocelular ya fibrosis. Ademas,;se ha
comprobado qudos polimorfismos humanos del gen de la grelina pueden influir en la

progresién de la fibrosis en pacientes con hepatitis crog@ia

Por otro ladg los fictores de crecimientaas importantes implicadosn la activacion de

las HSC y la sintesis de caag@ sonel factor de cecimiento derivado de plaguetas
(PDGF y el TGHE dEl PDGF es una proteina dimérica compuesta por diferentes
combinaciones de cuatro cadengolipeptidicas (A, B, C, y D), que actia a través de los
receptores tipo tirosimguinasa PDGFR &  tJ 5@@nte la activacion de laslSCse
produce una sobregxesion de tdas las isoformas deD&sF, que ademasorrelacionan

con el grado de fibrosis inflamacion El TGF = |j dzS S For anddbeBaliddd 2

de tipos de célulagjene tres isofornas principales (TGFmM X - ¢HD B- & $e@do el
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TGH M que se produce principalmente por monocitos y mdagos, la isoforma
mayormente implicadan la fibrosis hepéaticEITGH m a S | f Yludprgtena O2 Y
inactiva, y una vez activadtas sefales través de sus receptoresirges promuevera

transcripcionde genes diana, incluyendas delprocolageno | y procolageno (8;9).

El factor de crecimiento vascular endotelEGE; un modulador de langiogénesis bien
caracterizadp también se sobreexpresdurante la activacion de HSC y estimula la
proliferacion celular, la migracion, y la produccion de colageno. Otros factdee
crecimiento peptidicos relacionados con la fibrosisdtem son el factor de crecimiento
hepatocitario HGH, el factor de crecimiento de fibroblastog el factor de crecimiento

insulinico(IFG}ipo 1(8).

Los canabinoides enddgenos son una familia de molécutbsivadas del &cido
araquidonico ge actuan como ligandos neurohumoralea través de los receptores
cannabnoides tipo 1 CBl ytipo 2 (CB3. La enfermedad hepatica crénica se asocia con la
regulacién al alza de los endocebinoides y sus receptores, ayre sin embargdos dos
receptores CB tienen actividades completangerdivergentes. Mientras CB1 media

accionedibrogénica, CB2 tiene el efecto contrari®;10)

Ademas de las citoquinas, existen otros tipos de moléculas implicadas en ebtesie

la fibrosis en el contexto de las hepatopatias cronicas. Este es el cdae apecies
reactivas del oxigenaunosmediadoresbien establecidos Estos compuestos inestables
incluyenradicales superoéxido kidroxilo, peréxido de hidrégeng productos aldehidicos
finales. Estos mediadores son generados a través de la peroxiddipi@icay pueden
derivar dehepatocitos, nacréfagos, células estrelladgscélulas inflamatoriasAdemas,
varios sustratos pueden aumentar la produccion de especiesivaaaiiel oxigeno, como
es el caso dektanol, los acidos grasooliinsaturads o el hierro. La via clasica de
generacion de especies reactivas de oxigentmgimepatocitos resultde la induccion del
citocromo P450. Mas recientemente, sin embargo, laumibn de la nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato oxidasa ha surgido como otra fuente de estrés oxidativo que
mediavias de activacion fibrogéniem las células estrelladas hepéaticas, asi cemdas

células de Kupffefl0).
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Por otro lado, & propia apoptosis de las células del parénquilmapaticoya no se ve
como una consecuencia silenciosa de lesion hepética, sino mas bien como un importante
estimulo inflamatorio que activa las HSQyue muestran una sorprendente capacidad
para fagocitar cuerpos apoptoéticossto ha llevado a investigar el bloqueo terapéuitile

las apoptosisle los hepatocitosomo estrategia antifibrética potencial.

Detodo lo anteriorse deduce que las HSGn moduadoras centrales de la inflamacion
hepatica y de la inmunidad, pues tienen un papel regulador de la respuesta inflamatoria
frente a la injuria hepatica y el posterior desarrollo de la fibrdsispaticular, diversas
citoquinasy sus receptores afinesgan implicados en el desarrollde la fibrogénesis
mediante la activacién de las HSC y la perpetuacion de esta activasibbomeen la
interaccidon con las células inflamatorias para modificar la respuesta inmune durante la

lesion.

A continuacion se desben de manera detallada los mecamies de activacion de las

HSC, queonstituyen por tanto el punto clave en la fisiopatogenia de la fibrosis hepética.

Mecanismos de activacion de las células estrelladas hepaticas

La activaion de las HS€e desarrolla ppgresivamente en etapas secusales, yeste
paradigma proporciona un marco Ugilra definirlos eventos fibrogénicoslespués de la
lesion hepaticalLa ativacionpuede dividirse conceptualmenten dos fases: iniciacion y
perpetuacion.La niciacion, tanbién conocida como la etagaeinflamatorig se refiee a

los cambios tempranos en la expresion dehy el fenotipo, y el resultado de la
estimulacién paracrina principalmente a partir de células del parénquima dafiado. El
mantenimiento de estos estinms conduce a una fasge perpetuacion regulada por
estimulos autocrinos y paracrinos. La perpetuacitiplica al menos seigambios
distintos en el comportamiento de HSC, incluyendo la proliferaciguimiotaxis,
fibrogénesis,contractiidad, degradaciorde la matrizy la pérdida de retinoidesEn la
figura 1se muestra de manera esquematidas diferentes vias de activacion de las HSC,
distinguiéndose los estimulos que provocan la iniciacion del proceso y los que

contribuyen a su perpetuacion.
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Figural: Vias de activacion de las HSC. La iniciacidn esta provocada por estimulos solubles que
incluyen especies reactivas de oxigeno, cuerpos apoptoticos, lipopolisacérido (LPS) y estimulos
paracrinos de las células vecinas, incluyendo los macréfagos hepatiébdas de Kupffer, el
endotelio sinusoidal y los hepatocitos. La perpetuacion es el paso siguiente, y se caracteriza por
una serie de cambiosspecificos de las HSC, incluyendo la proliferacion, contractilidad,
fibrogénesis, alteracion y degradéan dela matriz, quimiotaxiy sefializacion inflamatoria.
Tomada dd-riedman(10).
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Fase de Iniciacion

Esta fasese refiere a los acontecimientosias tempranos,que hacena las HSC
quiescentes sesibles a una seriede factores de crecimientoLa rapida induccioned
receptor dé PDGF, el desarrollo de unnfiipo contractil y fibrogénicoasi comola
modulacion de la sefalizacion del factor de crecimiento son las caracteristicasatsenc
de estarespuesta inicialLos estimulogjue inician esta faseincluyen sefiales paracrinas

como las especies reactis del oxigeno producidas por los hepatocitos dafiados.

Los sucesos iniciadores die activaion de las HSGe producen en un contextoed
cambios prgresivos en la MEGrcundante dentro del espacio subendotelial de Digse

el contexto de la hepatopatias crénicas, a medida que transcatrdiempo, la
composicibn de la matriz subendoteliadambia, pasando de estar compuesta
fundamentalmente de colag® tipo 1V, heparan sulfato, y laminina (los constituyeste
clasicos de una lamina basal)una composicion rica en colageriormador de fibrillas,

en particular los tipos | y llUn cambio sutil pero importantegs la deposicion de una
isoforma especifia de fibronectina celular a partir de células endoteliales sinusoidales,
que tiene un efecto activador sobre laswék estrelladas.dta respueta es dependiente

del TGH , sin embargo,d induccion de esta citogna debe ocurrir primero, yaes a

partir de fuentes autocrinas o paracrisél0).

En lafigura 2se observan de forma esquematica los componentes de la MEC, asi como
los principales cambios cualitativos y cuantitativos asociadosgesarrollo de fibrosis
hepatica en el contexto de las hepatopatias cronicas: cambio en la concentracién de MEC,

cambios en su composicién y redistribucién, y cambios en la microestructura.
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Figura 2: @mponentes de la MEC en el higado fribrétigola parte superior de la figura aparece
la composicion tipica de la MEC en el contexto de un higado fibrético, y en la parte inferior se
indican los principales cambios ocurridos, tanto ¢atlioscomo cuantitativos, con respecto a la
MEC de un higad@so. Tomada desressney cols(11).

Estos cambios progresis en & composicion de la MEC, junto cdéa acumulacion
creciente de fibrosignstiganvarias vias de retroalimentacion positiva que amplifican ain
masel desarrollo ddibrosis. En primer lugar, los cambios dinamicos en los receptores de
membrana, emparticular integrinas detectan sefiales di& matriz alteradaque provocan

la activaiony migracion de las células H3@emas de su unidm otros receptoes de
factores de crecimientdEn segundo lugar, la activacion de las metaloproteasas de matriz
celular condge a la liberacion de factores de crecimiento que pueden estimular el
crecimiento celular ya fibrogénesis.Y en tercer lugar,la mayor densidad déa MEC
conduce a amento de la rigidezque es un importantestimulo para la actacion de las

HSCal meros en parte a través de lafalizacion de integrirsg(10).
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Ademas de los cambios cualitais y cuantitativos de la ME@xisten mecanismos

moleculares complejos que subyacen a la activad@tas HS@igura 3). Debido a que la

activacionde las HSC se produce mrgpidamente, la atencion se ha centrado eh

estudio de las ais de regulacion, que responden de manera valérs estimulos nocivos,

ya sea activando o reprimiendéa transcrigion de genes, medianteegulacion

epigenética, o pocontrol pog-transcripcional. Ademasambién se ha explorado el papel

de losmicroRNAs en la lesidn hepatica y la activacion del &G.
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Figura 3Regulacion de la expresién génica de las HSCt@ueafibrosis. Tal como se ilustra,
sobre la activacion de las HSC pueden actuar los factores de transcripcion, promoviendo o
bloqueando el reclutamiento de la RNA polimerasa y la unién a una secuencia de ADN especifica y
de ese modo controlar la velocidale la expresion génica. Por otra parte, los cambios en la
expresion de genes también pueden ocurrir sin ninguna rnuadibn en las secuencias de ARN,
través de al menos tres procesos epigenéticos distintos: dékaién de histonas (HDAC),
metilacion del ADN y silenciamiento por microRNAs no codificantes. La activacion de las células
inmunes después de la lesién del higado es también un importante estimulo para la activacion de
HSC que se produce principalmente a través de la secrecién de mojgmildamatorias y
fibrogénicas. Las citoquinas y componentes de la matriz extracelular también juegan un papel
importante en la iniciacién de la fibrosis y la perpetuacion de la activacion HSC. Tomada de
Hern&ndezGeay cols(8).
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Ha habido un gran progreso en la rea@on de los mecanismasolecuaresreguladores

que controlan la expresion de genes en las HSC durante la fibrosis, y la investigacidon se ha
centrado principalmente en las vias de control de la transcripédmquelos factores de
transcripcion implicade en la reguleién de la activacion de las HSC es un tema complejo
gue no vamos a desarrollar, debe mencionarse que los avances redmamgqsiesto de
manifiesto el impacto de las modificaciones ptaduccionales, incluyendola
fosforilacion, prenilacid, acetilacién, y glicosilacién, que puedeegular una serie de
efectos @& la actividad transcripcional, como la afinidad de unién al ADN, la
oligomerizacién yd la orientaciéon de la degradacion de facterele transcripcion,

represoresy activadoreg8).

Los cambios ema expresion génica también puadeurgir sin modificaciones en las
secuencias de ADM través de la regulacion epigenética. Las modificaciones epigenéticas
consisten en tres procesos principales: modificacién de lasrtss, metilacion del ADN, y
silerciamiento por micrcARNs no codificants. Por ejemplo, arios estudios han
identificado el papel potencial de modificacion de las histonas en la activaciénae
HSC. La tricostatina A, un inhibidor de la histona desacetitdsquea los cambios
morfolégicos que se producen durante la activacion de las A8&lucela proliferacion
celular y la transcripciode genes relacionados con el colage@ariosamenteel etanol,

cuya ingestacrénica esta vinculada a desarrollo fibrosis hepaticatambién puede

inducir una modificaciépog-traduccionalde las histonagg).

Fase de perpetuacion

Las HSQque sehanactivado estén preparadagara responder a una serie de citagasy
factores de crecimiento. Esto va a permitir la generacion dackrizfibrética gracias a
los mecanismos que aseguran la perpetuacion, que comprendamayor prolifeacion,
contractilidad, fibrogénesis, degradacién de la matigi, como la produccion de sefiales

proinflamatorias.

Aunque los modelos anteriores sugerian que las d@sactivacgdn eran idéntica

independientemente de la enfermedad, ahora esta claro que existen vias espeeificas
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funcién de la etiologiay, por otra parte, queodaslas viagle activacion mediadas por

citoquinas naecesariamenteeactivan en paralelo
1 Proliferacion

El aumento del nimero de células estrelladasante el dafio hepétices reflejo de la
actividadde factores mitogénicos,ug estimulan su proliferacion, asi corfeomigraodn

de las HSC ya activad& PDGFes el estimulo proliferativo mas potenteafa las HSC
activadas, ademés de poseer una actividad quimiotactitd;13) También son
promotores de la activacidon de las HSC diversas sustancias vasoactivas (trombina,
angioensina Il y endotelind), ctoquinas (proteina quimioatrayentele monocitos 1;

MCR1) y adipoqinas (leptina).

En cambio, otras citoguas como el Interferén alfa (IFN0O = $ fa adipBn€ctinao
sustancias vasodilatadorasomo el 6xido nitrico (NO) y leelaxing son potentes
inhibidores de la activacion de las HSC. La activacion y proliferacion de las HSC se regula a
través de mecanismos moleculares que incluyen diversas vias de sefalizacion intracelular
y de transporte idnico, asi como a través del estrés oxidativo debiddoanfeacion de

radicales libres.
1 Quimiotaxis

Ademas de la proliferacion local, IAISC migran hacla zona de la lesidpor quimiotaxis
0 migracion dirigida. Varias sustancgasmiotacticas han sido implicadas, comdPDGF,

el IGF tipo llaendotelinal y laMCR1, siendo el PDGF el mas potente.

En contraste coel PDGF, la adenosina atenda la quimiotaxis, propaando asi una via

contrareguladorague fija las células en los sitios lddesion(10).
1 Pérdida de retiniales

La activaciébnde las HSC, se acompaile la pé&dida de losacimulos deretinoides
perinuclearesComo se ha comentado anteriormente, las l48Qel depdsito del 80% del
total de la vitamina A corporal eforma de esteres deetinol y especialmente como

retinol libre, en gotas limiicas. El contenido de estas gotas, cugamposicioneda
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afectadapor la dieta, tambié incluye triglicéidos, fosfolipidoscolesterol y acidos grasos
libres. EI comportamiento de las HS©ON respecto a estos rasgos adipagéos tiene

multiplesevidencias y paralelismos con los adipocitos.

El cambiamorfoldgico de la perdida de los retinoides es waadicionnecesaria para la
modificaciondel citoesqueleto de lakiSCactivadas y los eventos posi@es, perono

estan del todo clarobs mecanismos inéicelulares que lo permiten.
1 Fibrogénesis

Paralelamente al proceso de activacion de las HSC, éstas comienzan a sintetizar
cantidades marcadamente crecientes de MEC. El aumento de la produccion de
componentes de la MEC por las HSC activadas esta regulado primzipela través de la
accion delTGFH Xjue se considera el mediador mamportante en la fibrogénesis
humara (14). El TGF = Sy & dz ¥F 2 NI lactiva, /s€ tine A XeOdptyr&y
membrana de las HSC activando diversas cascadas intracelulares. L&dobactiedas
principalesproteinastransductoras de las vias de sefializacién deliT.G&s proteinas
SMAD estimula especialmente la expresion génica de proteinas de la MEC, en particular
de los genes que codifican la sintesis de procolagerb.Iha expesion génica deTGH

en el higado de pacientes con hepatopatia cronica es proporcional al grado de fibrosis y
se ha comprobado experimentalmente que su inhibicidn previene la aparicién de fibrosis

hepética(15).

El factorde crecimiento de tejidaconectivo (CTGF) es también una sefal fibrogénica
potente hagda las células estrelladas. si& regulado por la hipglucemia y la
hiperinsulinemia, y anque la estimulacion de la produccion de CTGF ssohaiderado
tradicionalmentedependientedel TGH , es cada vez mas probabipie exista también
una regulaciorindependiente Ademasel TGF estimulaal CTGF pnicipalmente en los
hepatocitos, no enlas HSC una notable excepciora la regla general de que la

sefalizacion de citoquinas en la actiacde laHSC es normalmentautocrina(10).
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1 Contractilidad

La contracion de las HSContribuye al aumento de la resistencia palrtdurante la
fibrosis hepaticague presunilemente es reersible antes del engrosamiento de los
septos la formacion dederivaciones intrahepaticay el desarrollo dda distorsion lobular

de la cirrosis)o que lleva a aumentos fijos en la presion portal.

En estadios tempranos de fibrosis, las HSC activadatarapnte muestran un fenotipo
parecido al de células musculares lisas, caracterizado por un incremento de filamentos
contractiles que incluyen la actina alfa del musculo liEongiosina, lo cual genera fuerzas
dependientes o independientes de calgjae contribuyen a la contractilidad celulata
adquisicion de este fenotipo contraatie las HS€smediada en parte por receptores que

interactan con lanatriz extracelular y que conducen sefiales de calcio.

Laendotelinal es el principal agonista que coola la contractilidadle lasHSCademas
de una larga lista de otrosediadores que incluyeta angiotensina llJa vasopresina,
eicosamides, trombina yagonistas alfaadrenergicogntre otros. Aunque las HS@l igual
que lascélulasde Kupffer y lacélulas endotelialesproducen éxido nitrico, ques el
antagonista fisiologico de la endotelida en lahepatopatia cronica la balanza esta
inclinada a favor desta ultima, aumentando la contractilidad negacon ello la presién

intrahepatica y portal.

Las HSCse reconocen como pericitossgecificos del higadajue contribuyen a la
angiogénesis erel desarrollo del higado, la regeneracion y la respuesta a la lesion.
Después de la hepatectomia parcial, las células estrelladas migran junto con las células
endoteliales para establecer conexiones vasculares los hepatocitos, creando asi
nuevas ramas sinusoidaleAunque no esta claro en qué medida estas respuestas
solapan, la reparacion y la regeneracidourren simultaneamente en lanfermedad
hepatica conica Ademas]a fibrosis progresiva la angiogénesis contribupgambiéna

la vascularizacion del tumeoegn el quepor tanto,lasHSGlesempefian un papel vitél0).

A medida que avanza fiérosis, las bandas de colageno tipicas de la etapa fimdhd

cirrosis contienen gran cantidad de HSC. Estas células impidgresivamente el flujo
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sanguineo portaimediante la contraccion de losinusoides individuakey cl higado
cirrético, mediac porvias que pemiten la interaccién con la MECL ismo tiempo, la

densidad de las céluaestrelladas y la cobertura del lumen sinusoidal aumenta
1 Degradacion de la matriz y resolucion de la fibrosis

La evidencia de que firosis es reversiblba ntensificado el interés en la comprension
de la regulacion de la degradacion de la matriz y la resolucion de la fibrosis, con la
esperanza de que lastrategias terapéuticasudieranexplotar esas vias enddégenas que

revierten la enfermedad

Si bien la brrosis refleja el balance entre la producciétayegradaciorde la matriz, esta
dltima constituye un eventalave. La disrupcion da MEC erlasfases tempranas de la
enfermedad hepatica y su reemplazo pwoiatriz cicatricial,0 bien la disrupcion de la
matriz normal hepaticgor invasion tumoral o displasia podria ser denominadano
patoldgica; sin embargo, la reabsorcion de excesmétiz en pacientecon enfermedad
hepatica crénica podrigerse como la oportunidad de revertir ¢isfunciénhepéticay la

hipertensionportal.

Las enzimas que contem la degradacion de la ME&@mprenden una familia de
metaloproteinasasde matriz (MMP), conocidas también como matrixinagque son
enzimas dependientes de calcio que degradan especificamente colagendsayosude

la MEC no colagesoSe clasificamn cinco categoriasn funcionde su especificidad de
sustrato: colagenasas intersticiales, gelatas, estromelisinas, tipo membrana y
metaloelastasa (8). Para controlar el metabolismg la remodelacion constante dea
MEGC las MMP estan regladas en varios néles: ®n secretadas como proenzimas
inactivas tienen uncontrol transcipcional complejo, y son modulasigor una familia de

inhibidoresenddgenos denetaloproteasasconocidas como TIMPs.

Cuatro miembrogle lasTIMPs puedenunirse reversiblemente al sitio activo de txllas
MMPs, presentanddliferentesafinidades para MMPs especificas. Por lo tatasTIMPs
juegan un papel importante en la prevencion ldedegradacion de la matriz acumulada

durante la lesién hep#ca. Ademas, laTIMR1 tiene también un efeto antiapptético
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sobrelas HSC, ya quereviene la eliminaciérde las HSC activadas durante la lesion y

promueve su supervivenc({d0).

En el higdo fibrético las HSC activadas secretan grandes cantidadesTIbéPs,
provocando por tanto lanhibicion dela actividad de las MMPs. Dado que estas Ultimas
son las principales enzimas encargadas de regular la degradaciéon del colageno, su

inhibicién contrbuye a la acumulacion de colageno en el contexto de la fibrogénesis.

Los nacréfagos hepéticos también regulEremodelacion de la matriz y desempefian un
papel decisivo ersu degradacionpor aumentar la produccion de MME3 durante la

resolucion de laibrosis hepétia (8).

En la hepatopatia cronica se ha comprobado que los niveles de-MMRMR13 no
varian con la enfermedad, sin embargo TiMP TIMP3 aumentan de forma progresiva
con el avance de la fibrosis. La expresionTdeIR1 puede detectase rapidamente,
alrededor de6 horasdespués de la lesion del higadopuede preceder a la inducciéon de

procolageo-1 (8).

En cuanto a la resolucién de la fibrosis, uno de los aspectos que mas ha captado la
atencion de los investigadores por su potencial terapéutico, se conocen dos vias
principales: aclaramiento de las HSC activadas mediante mecanismos de apoptosis o bien

reversion de estas al fenotipo quiescente.

La teoriamejor validada para la regresion de la fibrosis hepag@ontanea es la referida
a la apoptosis. Sin embargo, ajue esta respuesta ha sidmen caracterizada en modelos
con roedores la evidencia en la enfermedad humana es limitadan asi, la eliminacion
de las HSGctivadas por apoptosis sigue siendo un destino atracpara la terapia

antifibrotica, ya que supadria utilizar un mecanismendogero.

Por otro ladg los datos de estudios in vitro con HSC y cortes de tejido hematgeEren
gue las HSC activadasnbién puede@ revertir a un fenotipo quiescente, de manera que

esta respuesta@ambién constituye una viantifibrética quevale la pena explotafl0).

Estudios mas recientes han demostrado gaesénescencia de las HSC activadas puede
limitar la respuesta fibrogénical aafio tisular. La senesceia celular es una forma
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estable de la detencion del ciclo celular que esta mediadaepacortamientoprogesivo
de los telomeros y por la activacidon de una respuesta dafio del ADN.Las HSC
senescentes se caracterizan por | § E LINB -galastosidaRafor la induccion de p53,
p21y pl6, porregulacion a ldaja de la produccion de MBGor la regulacion positiva
de lass enzimas que degradan MHEE! sistema inmunegspecialmente las células natural
killer, juegan un papel importante enla eliminaciorde estasélulas senescentes. Aunque
las HSCsenescentes pueden tenema mayor susceptibilidad a &poptosis, larelacion
funcionalentre la apoptosis y la senescencia en este tipo de célatisvia no esta del

todo clara(8).

En lafigura 4 se ilustran de manera esgematica los principales mecanismos implicados

en la fibrosis hepética.
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Figura 4Mecanismos celulares de la fibrosis hepética. El dafio hepatico estimula la activacion de
las células hepéticas estrelladas. Las HSC activadas se acumulan y producencgrraitieles
de MEC que se depositan en el parénquima hepatico alterando su arquitectura y reclutando
células inflamatorias. La fibrosis puede resolverse a través de la degradacion del colageno y de la
desaparicié de HSC activadas, bipar apoptosisobien al producirse una reversion de las HSC
activadas hacia HSC quiescentasla figura se indican los mecanismos estimuladores (+) e
inhibidores €) de cada uno de los procesos indicados. Tomadadiama y col§3).
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Por otro lado, ya dejando aparte lasapas de actiacion de la HSC, es importante
mencionar que, a pesar de que estas juegan un papel relevante en el desarrollo de la
fibrosis hepatica, cada vez estd mas claro que hay mas tipos celulares implicados en el
desarrollo de fibrosis en el higado dafiados mioibroblastosson elprototipo de células
mesenquimales que regulan la reparacigspués de una lesion en armmplia gamale

tejidos, incluyendo higado, rifion, piel, pulmén y médula ésea, asi como el sistema
nervioso centralLos miofibroblastose definenprincipalmente po su capacidad para
producir MEC y por presentactividad contractiiComo hemos visto, en las hepatopatias
cronicas, el desarrollo de fibrosis hepatica comienza con la activacion de las HSC, que
conlleva su transformacion fenotipicaraofibroblastos pero aunqueestas constituyeta

fuente principal de Igpoblacbn fibrogénica en el higado, la contribucide otras células,

gue se enumeran a contiracion, es cada vez mas evidenfeunque la coniibucion
relativa de cada tipo celulararia, estas diferencias probablemente reflejn distinta
contribucbn a laprogresion de la enfermedad y entlas diferentes etiologiaslel dafio

hepético(8;9)

V Fibroblastos prtales Debido a su ubicin en el tejido conectivo de las areas
portales, el reclutamiento y la activaciéon de los fibroblastos residentes en
miofibroblastos esespecialmenterelevante en enfermedades asociadas con la
isquemia y la colgasis.la atencién seesta centrandoen la identificacion,
purificacion y analisis de esta poblacién fibrogénica, cuya contribucién a la fibrosis

es especialmente imptante en las enfermedades biliares

V Células deviadas de la médula 6seafibrocitos circulantesVarios estudios han
demostrado que, después de utesion del higado, la médula ésea proporciona
célulastipo miofibroblastoque pueden participar en la progsion de la fibrosis
hepatica. Sin embargo, la contribuciade estas células a la produccion de

colageno drante la lesion hepética pareser limitada

V Células de transicion epitelialesesenquimaleslas células epiteliales pueden
contribuir a la sustiicién de las células hepaticas muertas o dafiadas a través de

un proceso biolégico conocido comwansicion epiteliaslmesenquimal Este
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proceso permite a una célula epii@d migrar yacumulase en el tejido intesticial
y adquirir un fenotipo de célulanesnquimal, con capacilad migratoria,
invasividad, resistencia a la apoptosis, y produccion NEC Las células de
transicion epitelialesnesenquimalese han asociado no sélo con la regeracion
de tejidos y fibrosissino también con el desarrollo embriamay la progresion del

cancer.

En lafigura 5 puede observarse esquematicamente la contribucion de otros tipos

celulares, ademas de las HSC, al desarrollo de la fibrosis hepatica.
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Figurab: Contribucién de las HSC y otros tipos celulares fibrogéala®sarrollo de la fibrosis
hepatica. Tomada deernandezGeay cols(8).

El desarrollo de la fibrosis hepética gdas lasalteracionesque la producen y la
acompafnanse traducen erta modificacion de una matreubendotelial de baja densidad

a una fibrilar rica ercolageno, lo que afecta al comportamiento ks hepatocitos,las
células del endotelio vasculatasHSCLa acumulacion progresiva de fibra colagena en el
higado prooca la desestructuracion de suquitectura y una modificacion del sistema
vascular hpatico(figura 6).
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Figura 6 Alteracion celular y de la MEC en la fibrosis hepatica. El parénquima hepatico normal
contiene células epiteliales, los hepatocitos, y células no parenquimatosas: células del endotelio
sinusoidal fenestrado, HSC y macrofageglulas de Kupffer. La imagen superior (a) refleja un
higado sano: los sinusoides se separan de los hepatocitos por una matriz de tipo membrana basal
de baja densidad limitando el espacio de Disse, que asegura el intercambio metabdlico. En la
figura infeior (b) se representa un higado fibrético: tras la lesion, las HSC se activan y secretan
grandes cantidades de MEC, dando como resultado el engrosamiento progresivo de los septos. La
deposicion de MEC en el espacio de Disse conduce a la pérdida deekisfdanes endoteliales
y las microvellosidades de hepatocitos, lo que resulta tanto en el deterioro del intercambio
metabdlico bidireccional normal entre el flujo venoso portal yhepatocitos, como en el
desarrollo de la hipertension portal. TomadatdernandezGea y col$3).
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Segun persiste el dafio, la fibrosis se va convirtiendo en un fenbmeno cada vez menos
reversible, por el refuerzo de las uniones covalentes entre las proteinas de la MEC. Si el
dafio hepatico desaparece, el mismo sistema que lleva a la formae&odka fibrosis
produciria la remodelacion de la MECayeliminacién del gceso de proteinas y de
células,con el posible restablecimiento de la arquitectura tisular norrRal. el catrario,

la progresion de la enfermedad con la fibrogénesis sosteniddwe a la cirrosis, que no

es simplemente la acumulaci@te MEC en fase terminaino mas bien se caracteriza por

una distorgdn importantedel parénquima hepatico y la arquitectura vascular. La principal
caracteristica patologica de la cirrosis es lam@acion de nddulos de parénquima
regenerativo rodeads de septos fibrétice, que pueden incorporavénulas hepéaticas
terminales y espacios porta cuando los nédulos son especialmente grasddscir, en la
cirrosis macronodularLas derivaciones portsigémicas y la oclusion venosa ocurren a
menudo, lo que lleva a un deterioro de la funchiepética y el desarrollo deipertension

portal. La formacion de septos fibrosos vascularizapee enlazadosespados porta y las

venas centrale®es estimulada pota angiogénesis y contribuya la derivacion porto

sistémica(8).

Mientras que la fibrosis hepatica es generalmente asintoméatica, la progresién a cirrosis
confiere un riesgo de morbilidad y mortalidad significativas. Entre las enfermedades
digestivas, la cirrosis es tausano neoplasicamas comun de mortalidgdy ademas un
namero importantes de muertes se debeal hepatocarcinoma que se presenta
generalmentecomo el siguiente estadien elcontextode la cirrosis. Una vez que se ha
desarrollado la cirrosis, su histarnatural tipicamente incluye la progresion de una fase
compensada a una fase descompensada, caracterizandose esta ultima por el desarrollo
de hipertension portal e insufiencia hepatica. 4 hipertension portal es una
complicacion grave de la cirrosis qoenduce ya sea a la muerteaola necesidad de un

trasplante de higado.

1.1.3 Enfermedades relacionadas

En la presente tesis doctoral nos centraremos @os de los principales factores

etiologicos de fibrosis hepética en nuestro mede,enfermedad por fgado graso no
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alcoholico(EHGNA), que supone aproximadamente el 62% de las hepatopatias crénicas, y
la hepatitis provocada por el virus de la hepatitis I& mas frecuente entre las hepatitis

virales, causantede alrededor del 6% de las hepatopatias.

Aumgue el proceso basico de generacion de fibrosis hepatica es comin en ambas

enfermedades, existen rutas especificas segun el agente etiolégico.

i.  Virus de la hepatitis C

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) representa un importante problema de
sdud publica a nivel mundial. Se estima que en la actualidad existen cerca de 180
millones depersonas infectadas en el mundmn 3 millones de nuevas infecciones por

afo (16). Aproximadamentaun 70% de las infecciones agudas por VHC evolucionan a una
hepatitis cronica C. En ausencia de terapia, el 20% de los portadores del VHC desarrollan
cirrosis hepatica en una media de 20 afios, @sas de mortalidad entre el 2 y 5% anual,
fundamentalmente debido a una insuficiencia hepética o al desarrollo de
hepatocarcinoma(17;18) Ademas, los ultimos estadios de la enfermedad hepatica
debida a la infeccién por VHC representan actualmente la principal causa de trasplante

hepatico en paises occidental@sD).

b. Virologia

El VHC pertezce a la familia Flaviviridae, genero hepacivirus. Estructuralmente, es un
virus con envolturay de 5660 nm de di&etro, cuyo genoma esta constituido por una
cadena déacido ribonucleico (ARN)onocatenario de aproximadamente®kilobases y

de polaridadpositiva.

El genoma del VHC no presenta fase de integracién en el nucleo de la célula huésped, y
todo su ciclo se realiza en el citoplasma. Por esta razon, la persistencia de la infeccién por
el VHC requiere de la generacion continua de nuevas molécelafkdl viral, de manera

gue los tratamientos que consiguen bloquear ieidemente la replicacion virglueden

erradicar la infecciog20).

La replicacion del VHC ocurre mayoritariamente dentro de los hepatocitos. Los

mecanismos moleculares especificos que se producen durante la replicacion viral eran
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practicamente desconocidos hadt@ace muy poco tiempo, ya que no existia un modelo
de cultivo in vitro que permitiera la propagacion eficiente del virus. Sin embargo,
recientemente se han conseguido avances en el conocimiento de la organizacion
gendmica y el ciclo de replicacidén del té&cias al desarrollo de replicones y particulas

virales infectivas en sistemas de cultivos de tejidos

Las particulas del virus circulan en sangre unidas preferentemente a las lipoproteinas LDL
(lipoproteina de baja densidad), VDLD (lipoproteina de mug biensidad) y HDL
(lipoproteina de alta densidad). No se conoce con exactitud el mecanismo de entrada del
virus, pero se sabe que tiene lugar una interaccion entre glicoproteinas de la envoltura
del virus y diferentes moléculas de la membrana del hepttogue actian como
receptores. Esta interaccion provoca cambios en la estracte la membrana del

hepatocito,que finalmente permite la endocitosis de la particula \(i24l)

A continuacion el virsi libera su ARN, cuya traduccion dara lugar a una poliproteina que
se procesa por las proteasas virales y celulares, formando las proteinas virales. Estas
proteinas virales, junto al ARN viral y diversos factores celulares, forman un complejo de
replicacidh asociado a membranas, dentro del cual se realiza la replicacion del ARN virico.
La cadena positiva de ARNHC se utiliza como molde para la sintesis de la cadena de ARN
negativa, y esta servird a su vez como molde para la sintesis de nuevas cadensss posit

de ARN que formaran parte de la nueva progenie viral. Las nuevas copias de la cadena
positiva interaccionaran con proteinas del core formando la nucleocapside, que adquirira
su envuelta en el lumen del reticulo endoplasmico. Se cree que los viriames s
exportados fuera de la célula a través de los sistemas celulares de excreciéfgtma [

se puede observar de forma esquematizada el ciclo de vida del VHC
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Figura 7: Ciclo de vida del VHC. TomadKidey col$22).

Los recientes avances en el conocimiento molecular di de replicacion del VHC han
permitido el descubrimiento y desarrollo de farmacos que bloguean de forma especifica
proteinas del VHC que son claves para su replicacion. Estos farmacos se conocen con el
nombre de DAA (Antivirales de accion direetey en general han demostrado una
extraordinaria actividad antiviral solos o en combinacion canterferon
pegiladdribavirina (pegINF/RBYV aumentando de forma significativa las tasas de
respuesta viral sostenida (RVS) hasta uAl@0% y reduciendo, en muchossos, el

tiempo de duracion ddratamiento (23).

c. Variabilidad Genética

El VHC, como en el caso de otros virus ARN, posee una gran heterogeneidadgeaétic
alta tasa de produccion diaria de viriones, la elevada poblacion viral existente y la alta

tasa de mutacion favorecen la variabilidad genétitas regiones no codificantes se
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encuentran relativamente conservadas, mientrpge las regiones de envlia, tienen las

tasas de mutacid mas altas.

La continua generacion de cambios en el genoma viral y la seleccion por competicion de
aquellas variantes con mayor eficiencia replicativa dan lugar a una rapida diversificacion

delas poblaciones virales circulas y a una alta capacidad de adaptacion.

Existen distintos niveles de variabilidad: genotipos, subtipos y cuasiespecies. El sistema de
clasificacion actualmente aceptado es el propuestoianmondy cols.(24;25)donde el

VHC se clasifica en seis genasigdel 1 ab), con homologia del 600%, y dentro de cada

uno de estos, en subtipgse designan con una letra, que seguira al nUmero que mamb

al genotipg, con homologia del 788%.

La distribucion de los genotipos varia en el mundo. Los genotipos 1, 2 y 3 se presentan de
manera cosmopolita, mientras que otros genotipos se localizan en zonas geograficas
particulares. En Espafia y Europa elajgm masfrecuente es el 1particularmenteel

subtipo 1b, dondesuponen el 70%y casi el 5%, respectivamente.

Los diferentes genotipos se han asociado con la tasa de respuesta al tratamiento con
interferon y también a la combinacion deterferén y rivdirina. Las mejoresespuestas

se producen en los iattados por los genotipos 2 y @Je se han distribuido con may
frecuencia en el subgrupo deacientes con antecedentes de adiin a drogas por via
parenteral Asi pues, los pacientes infectados cdruss de los genotipes 1, 4 y 5
responden peor akratamiento. Por esto, la determinacién del genotipo del VHC es

imprescindible para establecer el inicio y la duracion del tratamiento antiviral
d. Epidemiologia

Los estudios de prevalencia se comeppaa llevar a cabo cuando fugosible la
demostracion de anticuerpo frente al virus,en los afios 90 Se estima que en la
actualidad existen cerca de 180 millones de personas infectada&t emundoy que la
enfermedadpresenta una prevalencia del ordeel 2,5%,d que significa, en términos de
poblacion global, entre tres y cuatro millones de nuevas infecciones anuéggin

estimaciones de I®MS QrganizaciérMundial de la Salugla mayoriade los infectados
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se encuentraren el catinente asiatico (92 millongsseguido de Africa (28 millones) y de
América (12,5 millones). En Europa el nimero de individuos afectados que se eslcula

de unos 9 millones.

La prevalencia global daspafiascila entre el 1y el 2,6%, lo gsgpondriaun nimero de
personas infectada entre 480000 y760000. Se apreciatambién, amplias diferencias
geograficas con una mayor afectacion en las comunidadeds urbanizadas(2,5% en

Madrid y 2,6% eCataluiid y menor en las menos urbanizadas (1,6% en Asturias).

La principal via de transsion del VHC es la parenteral, a través de transfusiones de
sangre o hemoderivados y del uso de jeringuillas contaminadas. Actualmente, debido a la
implementacion del cribado para la infeccion por VHC en bancos de sangre, la infeccion
postransfusionapracticamenteha desaparecido, siendo el principal factor de riesgo la
adiccion a drogas por via parenteral. Aunque la transmision sexual es posible, es mucho
menos efectiva. La transmision vertical es muy poco frecuente (inferior alE53%¢cho

del que elVHC comparta con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) las vias de

transmision explica el hecho de que exista una alta frecuencia de coinfeccion VIH/VHC

Teniendo en cuenta las vias de transmision descritas para el VHC, las principales
poblacionesde riesgo de infeccion por VHC son los adictos a drogas por via parenteral,
pacientes enhemodialisis, personal sanitario, receptores de transfusiones anteriores a
1992 reciénnacidos de madres infectadasspecialmentale aquellas que presenten una
carca \Vral elevada personas con relaciones sexuales de alto riesgo y pacientes con

requerimientosde sangre y/o derivados de forma reiterada.
e. Diagnostico

Las pruebas de laboratorio disponibles pardiafjnésticadel VHC se pueden clasifiear
dos grandes mpos: pruebas indirectas o directas. Las pruebas indirectas se leasan
métodos seroldgicos que estudian la respuesta inmune espefiice d VHC mediante
la deteccion de anticuerpos circulantes freraé virus. Las pruebas directaetectan
distintos componentes del virusasi como la presencia de replicacion viral y permiten

clasificarlo en los diferentes genotipos y subtipos genéticos
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El diagnostico del VHC se puede aplicar en diferentes situaciones diagndsticas, bien como
cribado en la poblacion @ bajo riesgo,como serian los donantes de sangren el
diagnostico clinico en aquellos pacientes con factores de riesgo para el VHOsou |

clinicamente esta indicado por las alteraciones analiticas o clinicas.

El diagnéstico de lanfeccion por € VHC se realizanicialmente por una prueba de
cribado, como son las pruebale enzimoinmunoensa (EIA), seguidas por técnicas
suplementarias para confirmar la infeccion. Estas pruebas suplementarias incluyen tanto
las técncas seroldgicas de detecciome dnticuerpos especificogomo las moleculares
para detestar, cuantificar y tipar el ARMral. Debean ser aplicados en funcion de

poblacion estudiada y de los sintomas clinicos

- Pruebas de cribadoEl ElIAes la primera técnica que debe usarse paia e
diagndsticoseroldgico. En la actualidad se emplean los de tercera generacion. En
este caso varios antigenos virakespecificosse exponen al suero del paciente.
Puede presentar falsos positivosplse todo en pacierds con enfermedades
autoinmunesy falsos negativos en presencia de estados de inmunosupresion.

- Pruebas complementarias o de confirmaciBistas pruebas son ma&specificas
que las ElAva que identifican la reactividad frente a cada antigeno de forma
individualizadapero menos sensibles, pto que nunca deben ser utilizadas como
método de cribado Son técnicas de inmunoblot, conocidas como RIBA
(recombinantimmunoblotassay. Suelen emplearse para detectar falsos positivos
en cribados poblacionales de baja prevalencia.

- Pruebas molecularesSe dividen a su vez en cualitativas y cuantitativhas
pruebas cualitativas informan de la presencia o ausencia de RNA del VHC
mientras que las cuantitativas miden la carga viral y determinan el genotipo. Este
tipo de pruebas generalmentge usan par@valuarla enfermedadgstablecer un

pronéstico sobre la eficacia del tratamiento y para monitorizar la respuesta a éste.

f. Historia raturaly fisiopatologia de la enfermedad

La infeccion aguda pal VHC transcurre generalmente, en mas del 90% de los casos,
como unainfeccién asintoméatica con incrementos moderados des Iniveles de las
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transaminasasTras la infeccion, el 135% de los pacientes experimenta ucaracion
espontanea aunqueno quedan protegidos frenteana nueva exposiciorsin embargo, la
mayaia de los enfermo60-80%) permaneen infectados y desarrollan urfeepatitis
cronica. La enfermedadgrogresa muy lentamente, con po€ 0 ningun sintoma,

marcando stevoluciénel aumento de la fibrosis que se acumula en el higado

La hepatitis cronica Cvelucionaa cirosis en el 20% de los pacientgeneralmente de
forma lenta y gradual. Sin embargo la infeccion siempre produce una enfermedad
progresiva.Poynardy cols. (26), en un estudio prospectivo e@235 pacientes con
infeccion crénica poV¥HC, estiman que el tiempo medio para el des&rdé cirrosis fue
de 30afos. Los autores diferencian tres patrore®lutivos: Fibrosantes lentd81% de
los pacientes), con utiempo de pogresion a cirrosis no menors afios, Fibrosantes
intermedios (36% ddos pacientes), y Fibrosantegapidos (33%) con un tiempo de

progresion de menos de 20 afios.

La progresion de la enfermedadria en funcion de la coexistencia diéerentes factores
de riesgo asociadoganto dependientes del paciente (consumo de alcohol, coinfeccié
LI2NJ St @ANHza RS tF KSLF dAdGAaAa . 2 St LI X0

Por otro lado, & infeccion por VHC constituye el principal factor de riesgo para el
desarrollo de carcinoma hepatocelular (CHC) en paises occidentales, siendo la causa de
un tercio del total de este tipo de tumores. El CHC suele aparecer en pacientes en fases
avanzadas de la enfermedad, generalmente cirrotieosialmenteentre el 1 y el 4%le

los pacientes awo cirrosis desarrollaran CHCA menudo la supervivencia se ve marcada

no tanto por la existencia del tumor, sino por el deterioro de la funcion hepética y la

aparicion de complicaciones.

Actualmente, las fases avanzadas de la enfeadduepatica causada por la infeccion por
VHC representan la principal indicacion de trasplante hepético en paises occidentales
(19)
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El VHC, si bien es capaz de infectar otras células, tiene consmianipal el hepatocito,
por lo que se conoce como un virus hepatotropo. Esto explica que la patologia que

produce se centre fundamentalmente ehhigado

Tal cono se ha comentado anteriormenté patogenia de la fibrosis hepatica es distinta
segun ehgente etioldgico subyacente. En el caso de la hepatopatia por VHC, los linfocitos
T citotdxicos, aunque ineficientes para controlar la infeccion, participan en la patogénesis
viral de forma directa destruyendo las células infectagaimdirectamenteproduciendo
factores stubles como citoquinas y quimioguas que contribuyen al proceso

inflamatorio y a la inmunopatologi{@27;28)

El primer paso en el proceso de la enfermedad hepética ocurre con el reconocimiento del
antigeno por parte de los linfocitos T citotoxicos, lo cual rapidamente induce apoptosis
hepatocelular(29). Una vez estos linfocitos s@ttivados producen citoquinasomo el
Interferon gamma(IFN 0 = |j dzS  dndd; indjicdzh eY de@utiamizento al higado de
grandes cantidades de células inflamatorias que tienen el potencial de aapéfidafno
hepatico iniciado por los linfocitos T citotoxic(®9;30) Esta gran cantidad de células
inflamatorias da lugar a la formacion de un foco necroinflariatque va a estimulael
acumulo de colageno en la zona periportal y una mayor necrosis hepatgcitaria
aumentando con ello la severidad de la hepatopatidemas, diversas proteinas del virus
activan directamente la respuesta inflamatoria y el deposeacdlageno por parte de las

HSQ31)

Por otra parte, los mecanismos patogénicos de las células inflamatoriespecificasle
antigeno podrian involucrar la produccion local de mediadores proinflamatorios y
citotéxicos como efactor de necrosis tumoral alf@fNF"), proteasas como perforina,

peroxido de hidrogeno, anion superoxid@xidonitrico.

Histolégicamente, lgpatrén de dafio hepéticoaracteristico de la hepatopatia por Ve
tipicamente necroinflamatorio, caracterizado por inflamacion (portal, derfate o
periportal) y necrosis o apoptosis hepataeit. Esto suele acompanarse iddamacion o
hepatitis lobulillar con necrosis aislada o confluente. Todos estos hallazgos morfolégicos

se presentan en grados variables de severiddd. ha descrito lal&sica triada de
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inflamacion nodular por la formacion de cumulos o foliculos linfoides, lesidon ductal con
preservacion de la membrana basal, condensaciones citoplasmaticas que semejan
cuerpos de Mallory y estéasis, esta Ultima presente en cerca de 808&olas casos de
hepatitis C crénica genotipo 3 y hasta en 50% de otros geno{R®)s La progresiva
activacion de las HSC y de los miofibroblastos favorece el inicio y gitogde la fibrosis

a nivel portal y periportal, con posterior formani@e nédulos regenerativos y puentes
fibrosos(33;34)

En la hepatopatiaronicaproducida por el VH@G determinacion del grado de fibrosis
cobra una especial importaret En primer lugar, y de manera comun al resto de
hepatopatias, la evolucion de la fibrosis marca la progresién del dafio hepético, lo cual
implica que el conocimiento preciso del estadio de fibrosis permitira al clinico cuantificar
el grado de hepatopatjapudiendo establecer un pronésticpara cada paciente. Asi
mismo, los controles perioddicos de la fibrosis permitirdn controlar la evolucion de la
enfermedad. En segundo lugar, y ya de manera especifica para la hepatopatia cronica por
VHC, en estos paciet la determinacion del grado de fibrosis tiene implicaciones
importantes de cara a la prescripcion del tratamiento antividainque en principio todos

los pacientes con infecciéorénica por VHC son posibleandidatos para la terapia
antivirala no semue presenten contraindicaciones, la realidad clinica es bien distiata.
terapias antivirales presentan diversos y en ocasiones graves efectos adversos, se ajustan
a regimenes terapéuticos prolongados que exigen una buena adherencia y presentan
tasas derespuesta muy variables en funcion del tipo de paciente. Todos estos
inconvenientes, aunque tienden a ser cada vez menores con los antivirales de ultimas
generacioms, hacen imprescindible una evatian precisa d cadapaciente antes de
iniciar el tratanento. Ademas de esto, el elevado costmrdmico de los tratamientos ha
justificado la elaboracién de protocolos precisos que inde@ue pacientes tratar, para
asegurar el tratamiento a los pacientes en los que referira mayores beneficios y
posponerloen aquellos con hepatopatias leves y poco evolutivas. En este punto es donde
la determinacion degirado de fibrosis desempefia un importante rol, pues la mayoria de
las guias clinicas recomiendan iniciar la terapia antiviral con un grado de fibrosis

significativo. Por ello, la momorizacion periodicade la fibrosis es una herramienta

48



Introduccién

imprescindible en la valoracion de la indicacion del tratnto, y una vez comenzado
este, en el control de la eficacia del mismBor otro lado, el control evolutivo de la
fibrosis hepética en este tipo de pacientes crucialpara la deteccién de cirrosis,
momento en el cual los pacientes son incluidos en programas periédicos de cpéado

monitorizar las complicaciones relacionadas con hipertenpimal y CHC

g. Tratamierno

El tratamiento contra el VHC constituye un importante problema médico y social para el
gque no se ha encontrado soluciones plenamente satisfactorias. La raiz de estos
problemas esta en la imperfecciébn de los tratamientos disponibles actualmente, que,
ademas de extremadamenteostosos no son totalmenteeficaces y con demasiada
frecuencia ocasionamportantes efectos adverso$in embargo, junto a estos defectos,

el tratamiento de la hepatitis cronica C, especialmente con los antivirales mas novedosos,
hace posible la curacibn de muchos pacientevitando por tanto todos los
inconvenientes asociados a la enfermedad, ademas del enorme gasto sanitario

relacionado

En los dltimosfios un enorme esfuerzo investigador ha permitido el desarrollo de nuevos
farmacos, algunos de los cuales ya se estan introduciendo en la practica glotioa
muchos se encuentraen fase de desarrollo. La disponibilidad de nuef@snacosya
estd determinando cambios muy sustanciales en los conceptos y en la praxis del
tratamiento dela hepatitis G/ determinardmuchosmaséxitosterapéuticos No obstante,
el tratamiento de estos pacientesun constituird un gran retoterapéutico durante

algunosarios

El tratamiento antiviral contrda hepatitis C cronica tiene como objetivo grmir una
respuesta virologicaostenida(RVS)definida commiveles indetectables de ARN del VHC
veinticuatro semanas después de finalizartratamiento. La RVS$e aso@ con una

reduccion dda mortalidad elacionada corausas hepaticagde las tasase CHC

La terapia clasica, y hasta hace poco la Gnica opcion disponible, contra el VI4& @msi
la combinacién de PegINRBV.Ninguno de los do$armacosactia de forma directa

sobre el virussu actividad se basa en la potenciactl@ sistema inmurtario para lograr
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una respuestamas efectivala respuesta a esta biterapia, sobre todo en los pacientes
infectados por losgenotipos1 y 4, es limitadala eficacia oscila entrel 20-80%,
dependiendo de la razda etapa de la enfermedadel genotipo y & presencia de

polimorfismosde un Unico nucleétidtocalizados en el gen promotor idaterferon <3.

Los principles avances en la terapia contraViC se han hecho en los Ultimai®os y

esto ha dado lugar a una mejora significativa es tasas deRVS.El progresoen el
conocimiento de la estructura moleaul de las proteinas del VHC Hamentado
enormemente el desarrollo de nuevos farmacoemunmente conocidos como agentes
antivirales de accion directa (DAA) experiencia con antirretroviralesntra el ViHha
proporcionado un marcoalioso para el desarrollo de I&AA contra el VHC. En teoria,
cada paso del ciclo de replicacion del VHC es un objetivo giatepara la terapia
antiviral, sn embargo, los buenos resultados con inhibidores de la proteasa del VIH

sugirieron la proteasa del VHC como un candidato ideal

En 2011 aparecieron telaprevy boceprevir, ambos pertenecientes a la primera
generacion de inhibidores de la proteasa. Fueron aprobados para el tratamiento de los
pacientes con infeccion cronica por VHC genotipSul asociacion a la terapia estandar
con PegINFRBVen triple terapia,permite alcanzar la curacion del alrededor del 75% de
los pacientes con genotiporaive y alrededor del 50% de los que no hayan presentado
respuesta al tratamiento estandar previdunque el coste econémico de la triple terapia

es bastante superior conespecto a la terapia clasicas obvio quesuponen un
incremento significativo de las tasas de éxiin embargoel hecho de que se asocien a
PegINFRBVhace que la terapia siga siendo susceptible de desarrollar resistencias y
ademas siguen teniendo ursgectro de accion limitado con respecto a los genotipos y

contindan presentando efectos adversos importanggs).

Muy recientemente se ha aprobado en nuestro pais la financiacion de dos nuevos
antivirales directosontra el VHCsimeprevir ysofasbuvir. Smepreviresun inhibidor de
la proteasade s@unda generacion. Tiene un espectie accion mas amplisobre los
diferentes genotipos del VHC, aunque no se considera pangenotipico. Prakastsas

de RVScomparabls o mayoes que las obtenics con la triple terapia con boceprevir o
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telaprevir, frente dgenotipo 1 del VHC cuando se umacombinacion coegINFRBVy
ademas muestra unalta actividad antivirbcontra los genotipos 2, 4, 5, y 6. Sin embargo

no se ha observadoingun efectdrente algenotipo 3(36).

Otra estrategiapara inhibir la replicacion viral es el desarrollo de inhibidores de la
polimerasaque intelfieren con la replicacion viray, este es el caso de Sofosbuvir. Este
farmaco ha demostradouna eficacia extraordinaria en dftatamiento de adultos
infectados ca los genotipos 1 y 4 en combinacion deegINFRBVy para el tratamiento

de adultos infectados con los genotipos 2 y 3 en los regimébes de interferdn.
Ademas, los ensayos clinicos mostraron quegios de los factores generalmente
asociados comn fracaso al tratamiento no tuvieroningun efecto sobre la eficacia de
Sofosbuvir; Unicamentel géneromasculinoy la presencia de cirrosson predictivos de

un resultado desfavorabl6).

Por otro lado, ésde que se inicita monoterapia con interferon de la hepatitis C hace
mas de 2(fios sepuso de manifiesto que la respuesta al tratamiento no era identica en
todos lospacientes,sino que variah en funcié de una serie de factoreka adicid de
ribavirina a mediados de loaflos 90 o, o m& tade, la utilizacion de interferd
pegilado nodeterminaron cambiossustanciales de los factores determinantes de la
respuesta al tratamientoEntre estodactores predictores de la respuesta a la terapia
antiviral se encuentrafactores dependientes del viruspmo son el geatipo y la carga
viral, y por otro lado,factores dependienteslel hospedadorcomosonla raza,el grado

de fibrosis hepatica, la presencia de comorbilidadesversosfactores genéticosCon el
paso del tiempo se han ido identificando otros factores predictipagndola gendmica

un papel decisiven los dltimos afioson la identificacion dés polimorfismos gerté&os

de IL28B

Diversos estudios basados en la tecnica GWAS (gemadeeassociation studies) han
puesto de manifiesto que la constitucion genetica individual esamponente esencial
en la respuesta al tratamiento de la hepatitis crénica C, asi como en la eliminacion
esportanea del virustras la infeccion. Se ha confirmada influencia de algunos

polimorfismos de nucledtidsimple (SNPs) en la mayor posibilidcaclaramiento viral y
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de RVSGe y cols(37)demostraron en el afio 2004 existencia de un polimorfismo en el
cromosoma 19913 ¢12979860) en la region dellaerleuquna 28B (ILB28) que codifica
para el IFN<3 con una fuerte asociacion con los pacierjes desarrollaban RVEstos
autores objetivaron que la probabilidad de alcanzar la &Sl tratamiento estandagn
aguellospacientescon genotipo CC en la mencionada regién del cromosoma 19, doblaba
la posibilidad de lanismafrente alos pacientes con genotipo CT o TT. Ademas, analizaron
la distribucion poblacional de este genotipo @Cnivel mundial,encontrando una
presengéa muy marcada del mismo en aquellos grupos étnicos corom@rpbabilidad
conocida de RVS, como son los asiaticispamos yeuropeosamericanosy unamenor
presencia del mismo en afroameanos,donde el genotipo CT/TT es mas prevalente. No
obstante, la presencia de genotipo CC se correlacionaba con una ntagarde RVS
independientemente de la etnid&stos hallazgos han sido corroborados posteriormente

por otros autoreg38-40).

Si bien la utilidad prondsticde este marcador es unanime en el caso de pacientes
infectados por elVHC genotipo 1, los datos disponibles para los genotipos 2 y 3 son
contradictorios. Los infectados cogenotipos difeentes al 1 son generalmente mas
susceptibles al tratamiento, lo cual limita la ventaja quenfiere el ser portador del
genotpo favorable ddL28B Este hecho explica la discrepancia entre autoyasjue por
definicion, la deteccion de esta asociacion mas débil requiere cohortes de gran tamafio

paraaumentar la potencia estadistica.

La deteccion del polimorfismo de la IL28 cofactor predictor del tratamiento ha tenido
mucha importancia en relacidén con las nuevas terapias antivirales. Aquellos pacientes con
genotipo CT o TT, aprigriy 2 NI a LJ2 Yy R S R 2dtipeoiproBabilllidddide RSy § 2
con la terapia antiviral clasicase considena, valorando obviamente el resto de
caracteristicas clinicasandidatos a las nuevas terapiage implican una mayor tasa de

efectividad.

Por otro lado, estudios mas recientes han abordéinfluenga del polimorfismo de la
IL28en otrascuestiones relacionadas con la enfermedad, como son la tasa de progresiéon

de la misma o la probabilidad de desarrollar cirrosis o hepatooara (41-43).
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A pesar de las notables mejoras de los ultimos tratamientos incluidos, el eleoat®
econOmico sigue restringiendo en gran medida su uso en la practica diabdaal y
condiciona a los clinicospaiorizar la terapia en los pacientes con mayor probabilidad de
obtener beneficios, asegurando una asignaafiniente de los recursadisponibles. Por

ello, todos estos nuevos antivirales deben prescribirse de acuargootocolos bien
definidos. Como ya se ha comentadonta la decision de qué enfermos tratarobra
especial relevancia conocer su afectacion hepatica, definida por @b gie fbrosis,y asi
mismo esto servirégn caso de comenzar el tratamienfmara monitorizar la respuesta al
mismo. Aqui radica la importancia de disponer de métodos exactos y precisos para la

deteccién del grado de fibrosis hepatica, que como veremaketdlaran mas adelante.

Un concepto importante a tenernecuenta en el momento presentes el de que el
tratamiento de la hepatitis C es un proceso que se encuentra en plena evolu@on.
investigacion tiene como objetivo disefiar nuevos antivirales puedan administrarse

sin interferén y que cubran todos los genotipos, con el mejor perfil detefeadversos
posible Ademés de los ya disponibles, numerosos farmacos se encuentran en distintas
fases de investigacion, algunos de ellos con resultados muygtedores en cuanto a

efectividad, simplicidad y tolerancia.

Por otra parte, muchos de los pacientes con hepatitis crénica C presentan lesiones
hepaticas leves y poco evolutivas, por lo que tienen escasas probabilidades de desarrollar
una enfermedad grar a corto o medio plazo. Teniendo en cuenta estas premisas, es
razonable pensar que diferir el tratamiento por algin tiempo puede ser una opcion
perfectamente vdalida en muchos casdssta opcién no exime de la obligacion de
controlar de cerca la evolucide cada paciente no tratado, lo que puede llevarse a cabo
con razonable fiabilidad, simplicidad y bajo costo gracias la aplicacion de los
procedimientos no invasivos actualmente disponibles para monitorizar la evolucion de la
enfermedad hepética, como e$ @so de los biomarcadores, cuyo estudio se desarrollara

en profundidad en la presente tesis doctoral

53



Introduccién

ii. Enfermedadpor higado graso naalcohdlico

9f S NI hfgfreeda for igddo graso no alcohodlico (EHGNEY) la literatura
anglosajonaconocida como«non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD)engloba un
amplio espectro de lesiones que van desde la esteatosis hepatica spapéndo por la
esteatohepatitis concambios necroinflamatoriog«nonalcoholic steatohepatitis» o
NASBHlasociados a un grad@siable de fibrosis, que pueden progresar a cirrosis hepat

e incluso a CH(@4). Desde el punto de vista histologiclas lesionese asemejan a las
tipicas de la hepatopatia alcohdljcsi bien por definicién, la EHGNA se desarrolla en
pacientes sin un consumo toxico de alcohol y no asociado a otras enfermedades
hepaticas. Esta terminologia fue introducider @l Dr. Ludwig en el afio 1986, cual la
RSTAYAs 02Y2 & dzfologich gur Afdctd Basicamgityg & g@&onaslobesas,
mujeres diabéticas, que niegan el consumo de alcohol, pero que presentan unas lesiones

KSL}Y GAOF&a AAYATINBa | 4%Fa LINPRdzZOARI & L3 NJ St

Aunque la enfermedad fue descrita hace afibace poco tiempoque la EHGNAa
comenzado aacapara la atencidn de los médicos por su alprevalencia en las
sociedades occidentales como la nuestra. Mas recientemente se ha observado que la
EHGNA no solpuede causakel desarrollo de una hepatopiat crénica, sino dar lugar a
frecuentes alteraciones en emetabolismo lifdico y a un increment del riesgo

cardiovascular.

a. Epidemiologia

La prevalencia de I[dHE&NA no es bien conocida y probablemente esté infravalorada dado
que unagranparte de los pacientes estan agimaticos yfrecuentemente no muestma
alteraciones anditas relevantesy a h necesidad de la practica de una biopsia hepéatica
para el diagnodstico definitivo. De manera que, entre los estudios publicados hasta el
momento, existen defectos metodoldgicos relevantes que introducen sesgos
significativos, por un lado por enfocarse agps seleccionados de pacientes, en general
subpoblaciones hospitalarias de obesos, diabéticos, gt@pr otro lado por utilizar
técnicas diagnosticas de imageomo la ecografia, quao es excesivamente sensible,

pues precisa de la infiltracion grasaaemenos la tercera parte del parénquima hepéatico
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para dar un resultado positiv&€on todas estas limitaciones, se estiquee la prevalencia
en la poblacion general es del-30% ends paisesccidentaleg46) En paises orientales,
donde la prevalencia de la entidad era baja, se esta experimentando un notable aumento
de esta,que ya ronda el 30%7), lo que por de manifiesto la occidentalizacion enslo

habitos y costumbres de ext paises

Como regla general, la prevatga aumenta con la edado obstante, también se ha
descrito la EHGNA en poblacion infantil con una prevalaetai®11%, pero que puede

ascendeihasta un 466 en nino®besoy48).

Por otro lado, aunque tal como se defini6 en un principio, la enfermedad afectaba
fundamentalmente a mujeres, era lactualidad se sabe quafecta por igual a ambos
sexo9(49).

b. Etidogia

La etiologia de la EHGNA es probablemente mdltiple, estando aun lejos de conocerse
todos los agentes participantes. Se admite que influyen factores ambientales y genéticos.
Entre los primeros se encuentra etrdominado estilo de vida occidental, caracterizado
por el binomiode dieta abundante y sedentarismo. Un aporte hipercalérico, con exceso
de hidratos de carbono, grasaaturaday alimentos con procesamiento industrial, unido

a un escaso gasto energéticopnducen a la mayoria de los sujetos a una ganancia
ponderal. Tanto en poblacion adulta como infantil, el sobrepeso y la obesidad se asocian
a la EHGNAle manera muy importanteOtro elemento poklemente implicado es la
microbiotaintestinal, que tambiéres un reflejo de la dieta, actuando como facilitador de

la permeabilidad intestinal y del paso de endotoxi(&3).

Las causas que provocada EHGNAse clasificande forma generalen primarias y
secundarias. Las primarias, que son las mas prevalentes, estdtituidas basicamente

por los diferentes componentes que conforman el Sindrome Metab¢8d),es decir,
obesidad, diabetes, dislipemia hépertension arteral, asi como por laesistencia a la
Insulina(RI) Las secundarias, menos frecuentes, eséacionadas principalmente con el
consumo de ciertos farmacos, trastornos metabdlicos, trastornos nutricionales y la

exposicion a ciertos toxicos. En la practica clinica la mayoria de los pacientes con EHGNA
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presentan obesidad, diabetes mellitus tipo 20M2) o dislipemia como factor etiologico,
siendo frecuente la asociacion de diversos de estos factores y, dentro de éstos, los
predictores mas importantes de fibrosisrsla edad, la obesidad y la RMDe hechpse
considera a la EHGNA engponente hepatio del SM por lo que se cree que su

prevalencia irh en aumento y en paralelo a la epidemia de obesidad.

Sin embargo, ni todos los pacientes con EHGNA son obesos, ni todas las razas exhiben la
misma prevalencia de esta entidad, e incluso, en determinaatigiduos parece haber

un componente familiar. Estos datos fundamentan la implicacién de factores genéticos.
Se han relacionado varias mutaciones y polimorfismos corsoini@expresdn de genes
proinflamatoriosproapoptéticos y profibrogénicos lo que podia condicionar la
variabilidad en las manifestacionetinicas,asi comola progresion y el curso de la

enfermedad

c. Fisiopatogenia

El higado desempefia un papel central en el metabolismo lipidico, captando acidos grasos
libres (AGL)del plasma que si no so aprovechados como fuente energética mediante
oxidacion, son almacenados o exportados tras la sintesis de lipidos y lipoproEinas.
EHGNA, tienen lugarna serie de a#iraciones de factores locales systémicos, que
controlan el equilibrio entre el flujo, la oxidacion y la exportacion de lipidds, que
conduce a laacumulacion hepatica de triglicéridokEs un proceso complejo, y solo

parcialmente conocido, dgue seguidamente se describen los datos mas relevantes.

La RI, definida como la disminutide la capacidad celular de respuler a la accion de la
insulina, debida a la inflamacion cronica asociada a la obesidad, es la alteracion
metabdlica mas commi asociada a la patogénesis de la EHGB. La obesidad
fundamentalmente del tipo visceraprovoca una inflamacion cronica con aumento de
TNFh e interleuquina-6, que hacen disminuir la secréa de hormonas antilipogénicas
como la adiponectinaaumentan el estréexidativoy provocan RI a nivel hepatico, lo que

conlleva eaaimulo de grasa en el higad®?2).

Por otra parte, la hiperinsulinemia y la hiperglucemia, que suelen acompafar a la RI,

también pueden promover la lipogénesie novode AGL, al sobreexpresar factores de
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transcripcion lipogénicotalescomo la proteina unida al elemento regulador de esteroles
(SREBRC) o la proteina unida al elemento de respuesta a los carbohid(a8)s.os AGL

gue no son incorporados a los triglicéridos deben ser metabolizados mediante oxidacion
en las mitocodrias, peroxisomas y microsomdigra 8A). Sin embargo, la activacién de
SREBRc aumenta el maloriCoA, écual inhibe la oxidaciéde los AGL. El resultado neto

de estas tres alteraciones es la mayor disponibilidad hepética de AGL como sustrato para
la sintesis de triglicérido®4), que quedaran finalmente empaquetados y almacenados
como vacuolas de trigiéridos en los hepatocitos, ajespués de su unién a la
apolipoproteina B (apoB) mediada por laproteina transferidora de triglicéridos

microsomales (MTTP), seran lanzados hacia el torrente sanguineo en forma de VLDL.

Dado que SREBREF inhibe la formacion de MTTP, la RI al sobreexpresar SIREBP
contribuye a una menor incorporacion @poBy a la onsiguiente menor formacion de
VLDL. También puede existir una disminucién de la sintesis de(3ppB® una menor
respuesta posprandrial de la apoB disociada del incremento de triglicé68p&n todos

los casos, la consecuencia final es la dificultad en ébeatel exceso de triglicériddscia

el plasma. Cuando la tasa de sintesis de triglicéridos sobrepasa la capacidad de
produccién de VLDL y de su exporbailos triglicéridos se acumulan dentro de los
hepatocitos, dando lugar a lss&atosis, marcador patognomonice la EHGNAigura

8B).
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Figura8. A:Sintesis hepatica normal de triglicéridos y VLDL. B: Fisiopatologia de la EHR&EIMA. La

la hiperinsilinemia conducen a la acumulacion de lipidos en el higado por varios mecanismos. En

el tejido adipos, la Rhumenta la lipdlisis de triglicéridos e incrementa los niveles circulantes de

los AGL que son captados por el higado. Ademas, la hiperinsulindgrtigperglucemia aumentan

la sintesis de novo de los AGL e inhibe su-betdacion. La consecuencia es la acumulacion de los
AGLdentro de los hepatocitosfomada deBreay cols(57).
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Elincremento del aorte de acidos grasos libres al higagoel consiguiente exceso de
triglicéridos acumuladosgenera un aumento de los productos resultantes de su
oxidacion (perdoxido dehidrogeno, superédxido y peréxidos lipidicos) que a su vez
provocan peroxidacion lipich y estrés oxidativd.os radicales libsxde oxigeno, asi como
algunos productos intermeds de la peroxidacion lipidicason quimiotacticos de
neutrofilos, estimulan a las HSC y provocan aumentan la secrecion de citoquinas y
adipoquinas, como el TGF Hevando consigo por tanto el desarrollo de inflamacién y

fibrosis hepatica

La teoria de la patogénesis y progresion de la EHBNAR  OSLJG I Rl Sa f 1
AYLI OG2¢ LINRyIJzZB@mdeh 19932ENprimer golpe seria el acimulo de
triglicéridos @ los hepatocitos que daran lugar a la esteatosis simplel segundo el

estrés metabdlicepxidativo y la produccién descontrolada de citoquinas como intento de
compensar la alteracion de la homeostasis lipidigee provocan inflamacién, necrosis y

activacion de la cascada fibrogénic8).

d. Histologia

Los hallazgos anatomopatolégicos de la EHGNA son indistinguibles de las lesiones
inducidas por el abuso del alcohél hallazgo mas comdn &s presen@ de esteatosis
macrovesiculardifusamente distribuida, que se presenta con diferentes grados de
gravedad casi eel 100% de los casoSe exige un minimo de entre el 5y el 10% de
infiltracion grasa para poder definirse como esteatosis hepd8x Ademas, el amplio
espectro de esta enfermedad incluye infiltracién de células inflamatdsaenizacién de

los hepatocitos con presencia en su interior de hialina de Mallory y de acumulo de
granulos deglucégeno, necrosis de los mismos y fibrosis en el caso de enfermedad
avanzada. Para el diagndstico de esteatohepatjie aparecesntre un 10y un 20% de

los pacientes es necesaria la combinacibnde esteatosis, presencia de
polimorfonucleares, monocitos, 0 ambos, balonizadi@patocitaria y areas de necrosis
(60). De entre los pacientes comsteatohepatitis un 25-35% desawllan fibrosis
progresiva, entreel 65-75% permanecen estables o presentan regresiomadibrosis, y
entre el 9320% progresan a cirros(61). En lafigura 9 pueden observarse algunas de
estas alteraciones.
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Figura 9:rhagenes reales con las principales alteraciones histoldgicas de la EHGNA. A: Esteatosis
mixta, micro y macrovesiculdtincion hematoxilineeosina, 600 x)B: Esteatosis microvesicular,
nacleos centrales con citoplasma espumoso y megamitocon(inasdn hematoxilinaeosina,

600 Xx);C: Hepatocitos balonizad@ncion hematoxilinaeosina, 600 x): Cuerpos de Mallory

(tincion hematoxilinaeosina, 600 x}: Cuerpos de Mallory en colazutverde y densa fibrosis

perisinusoidal(tincién detricromico de massorg00 x) I: Fibrosis perisinusoidéincién de
tricromico de massorg00 x) J: Fibrosis en puentésncion detricromico de massor00 Xx)
Tomada deNalbantoglu y col§62).

En el 66%le los pacientes con EGHNA se encuentegsiones minimas de fibrosis en el
momento de su diagndstico histologico, mientras que en el 25% hay fibrosis septal, y el

15% presenta cirrosis bien establecida presencia déallazgos de tipo inflamatorio,
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fibrosis ocuerpos de Mallory estan vinculas con un mal prondstico en comparacion
la presencia aislada de esteatosis, quesenta un curso clinico benigno y con caracter

reversible.

Existe una clasificacion clasica de la severidad histologica de la enferndedadint y
cols., mediante lavaloracion del porcentaje de infiltracion grasa, del grado danmécion
y de los estadios d#brosis(60). Otra de las clasificaciones mas utilizadas en la practica
clinica es la deMatteoni y cds.,, que permite establecer el grado d&eccion y el

prondstico(63).
e. Historia natural de la enfermedad

La EHGNA se describe en intima relacion con la myadde obsidad de distribucion
universal,es decir, el proeso tiene una base metabdlica y su gravedad es varihhle.
progresion de lalesion hepética depende deladio histolégico en el nomento del
diagnostico, asi, la esteatosis hepéatictende a permanecer mas o mes estable

mientras que el esteatohepatittiende a evolucionar a cirrosis y CHC.

En un estudio evolutivo de 132 pacientes durante 10 afios dgaiisgerto se comproboé
que el 2846 de los que presentaban esteatohepatitimbian progresaml a cirrosis,
falleciendo un 1% en relaién con la hepatopatié64). La presencia de esteatohepatitis
multiplica por diez el riesgo de cirrosis y por ocho la mortaligegtica siendo ambas

mas profables a medida que aumenta la gravedad del estadiaje de la fil§é&gis

En los pacientes con cirrosis secundaria a esteatohepalit®-€ y el fallo hepatocelular

son las principales causas de mariwrtalidad. En el estudio ddashimoto y cdl, la tasa
acumulativa de desarrollo de un CHC fue del 11,3%, con una tasa de supervivencia a los 5
afios del 75,2 y unaproporcion acumulada deecurrencia del CHC a los 5 afide
seguimientode un 72,5%66).

Estos datos sugieren lamportancia y la necesidad de establecain seguimiento
protocolizadode los pacientes coesteatohepatitigpara prevenilas complicaciones da |
cirrosis,evaluar la formacion de varices é&gicas y para aliagnostico pecoz del CHC.

Los factores queomportan un mgor riesgo evolutivo de la esteatohepatiien la edad
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mayor de 40 afios, un indice de masa corporal (IMC) > 402kgina relacion spartato
aminotransferasa (A¥&lanino aminotransferasa (AL3upeior a 1,y la coexitencia de
DM2 o higerlipemia.El riesgo de mortalidad es mayor que en los pacientes con cirrosis
por otras causas, debido a la asociacién de I@NEdcon factores metabdlicos y de riesgo

cardiovasculaf49;67)
f. Diagndstico

Los sujetos con HEBNA son en su mayoria asintomaticoaungque pueden mostrar
manifestaciones clinicas inespecificeomo fatiga, malestar genar o dolor en el
hipocondrio derechoEn ocasiones existe s6lo hepatomegalia, sin ictericia, y los datos de
esplenomegalia o signos clinicos de hipertension portal son muy raros. De abasjue
siempre se sospecha diagndstico por la presencia de altei@nesecograficas ale los

resultados ddaboratorio descubierts de manera agdental.

Deben excluirse otras causas de hepatopatia, especialmente las hepatitis virales y el
alcoholismo, por ser las mas prevalentes en nuestro medi@usencia de consuwnde
alcohol es unade las caracteristicas definitorias de esta entidpéro es dificil de
establecer con seguridad, motivo por el que se usan con frecuencias cuestionarios

especificos ancluso, combinaciones de datos analiticos

En la actualidadparael diagndstico de la EHGNA se dispone basicamente de la biopsia
hepatica, técnica de referencia, y de métodos no invasivos representados por los

biomarcadores de laboratorio y las técnicas de imagen.

- Biopsia hepéticala biopsia hepética es astandar dereferencia parael
diagndstico de la EHGNA, ya que confirma los hallazgos histolégicos tiieame
descritos en la enfermedag permite su estratificacion. irfs embargo, tiene
limitaciones significativasque se desarrollarArmas adelante entre las que
dedacan ¢ error de muestrep la variabilidad intra e interobservador y las
potenciales complicaciones del procedimiento. Es por, glie en los ultimos afios
se ha potenciado el desarrollo de técnicas no invasivas, fundamentsmen

biomarcadores y estudiate imagen68).
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- BiomarcadoresAunque un porcentaje bastante elevado de los pacientes con
EHGNA pueden tener las pruebas de funcion hepéticas normadesroddel
patron caracteristico del labatorio se encuentran la elevaciGnoderada dela
aspartato aminotransferasAST EC 2.6.1.1y la alanino aminotransferasaA(T;

EC 2.6.1.2) asi como también hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e
hiperglucemia. Los nivelest@d de fosfatasa alcala (ALP; EG.1.3.1.)é - !
glutamiltransferasgGGT EC 2.3.2.2.son comunes, apareciendmtre el 2575%

de los casosLa bilirrubina y la albumina suelen permaee normales hasta
etapas avanzadas de la hepatopatidn 2050% de estos pacientes present
niveles elevados de ferritina e incremento de la saturacion de transfeinaien
estasalteraciones no son especificas tampoco suficientemente sensibles para
detectar la enfermedad en estadios inicials$,ayudan a excluir otras causas
potencides de enfermedad hepatica despuéde descartar alcoholismo y

marcadores virales positivge9).

Mencion aparte mereceros biomarcadores directos de fibrosis, que reflejan
procesos deemodelaion de la matriz extracelular dedeposiciono degradacion

de colagenoen el higado. Estp también ampliamente evaluados para la
valoracion de la hepatopatia por el VHC, ofrecen mayor sensibilidad y
especificidad que los marcadores séricos tradicionalmente usados para el estudio
de la funcion hepatica. Estos biomarcadores directos, asi como los algoritmos
matematicos que combinan varios de ellos, que se explicaran detenidamente en el
capitulo referido a los métodos diagndsticos de fibrosis hepética, han mostrado
buenos resultados ela caracterizacién de las alteraciones hepaticas propias de la
EHGNA, refiriéndose Udtiles para el diagnéstico Ja estratificacion de la

enfermedad, solos 0 en combinacion con otras técnicas no invadi8a;71)

- Técnicas de imageDe entre las técnicas de imagen, que se explicaran en detalle
mas adelantela ecografia es la técnica de cribado mas comunmetiliegadaen
la préactica clirta rutinaria cuando existgospecha de EHGINéebido sobre todo a
su bajo coste w su accesibilidaceEn la imagen ecogréfica ebservaun aumento

de la ecognicidad hep#@ica que confiereal higado un aspecto britige. El
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principal inconveniente radica en que para la deteccion de esteasegisecisa
una infiltracion grasa dal menos un 30%. Ademas, su sensibilidad es baja en
estadios leves de la enfermedag de forma inherente a la técnica esta sujeta a

cierta variabilidadntra e interobservado(72;73)

Han cobrado especial relevancia en los ultimos afios técnicas de imagen como el
Fibroscan® o el ARFI (AcufadiationForce ImpulsgTécnica de la Fuerza de
Radiaddn Acustica del Impul3pbasadas en la metidén de la rigidez hepatica
mediante ultrasonidos. Estas técnicas, aunque con sus limitagibaesnostrado

buenos resultados en la evaluacion de la EH@&S40)

Otras técnicas de imageaunque por el momento apenas utilizadas en la practica

clinica @ra el diagnostico de la EGHMNARN la tomografia computerzia (TC) o la

resonancia magnética (RM). Aunque la TC se considera una técnica fiable para
evaluar la esteatosis, su uso es limitado por la exposicidon a la radiacion. Ademas,

es menos sensible que la ecografia y la @¥). Dentro de la RM existe una
Y2RFfARIFIR ffFYFRI &St ad2aNdBRW kS NB &2
produce imagenes codificadas a color que indican la elasticidad de los tejidos. La
medicién de manera directa de la grasalyagua y, en general, las sefiales de

protones, se considera la forma mas inocua para la cuantificacion de la grasa
hepatica(75). La principalesimitacionesde esta técnicaonsu elevado coste, su

poca disponibilidad gue,en ocasionesgsmal tolerada por los pacientes.

g. Tratamiento

El abordaje terapéutico dea EHGMN\ debe de ser integral y multidisciplinaya que
aungue la resistencia a la insulina es el principal factor patogénico, otros muchos influyen
en su desarrolloPor tanto, los posibles objetivos terapéuticos son multiplesfinalidad
primordial estratar la hepatopatia, I0 que supone mejorar la esteatgsigrevenir la
fibrosis pero de forma ineludibléas actuaciones para conseguidomparten la mejoria

de otras alteraciones, como la reduccion de la obesidakh ylisminuciéndel riesgo

vascular.
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Actualmente el manejo terapéutico de la enfermedad se centra principalmente en
modificacionesdel estilo de vida,pero pueden ser necesarios farows adyuvantes e

incluso tratamientaquirdrgico.
V Modificacién del estilo de vida

La intervencia dietética y la pactica de ejercicidisicoconstituyen la piedra angular el
primer paso a tomar eel tratamiento de lEEGHNA, aunqueusdicacia queda limitadala
cumplimiento delpaciente. Aln asi, la pérdida de peso inducida por ansigoasocia a
cambios en la fisatologa que conducen a unaejora de la sensibilidad a la insulirza,

la normalizacién de las enzimas hepaticasyna disminucién dehporte hepatico de
acidos grasos libres y a una reduccion de los mecanismos inflamatorios y fibréticos.
Tambiénse ha omprobado que laactividad fisicapor si sola es capaz deducir la

esteatosis hepatica, independiente de la pérdida de (@60
V Tratamiento farmacologico

Las intervenciones en ektilo de vida pueden no ser eficacestedoslos casos y por lo
tanto deben ser consideradastros enfoques incluyendo el tratamiento farmacologico.
Diversos farmacos han sido evaluados para valorar suidfisdd en el tratamiento de
este tipo de pacientes, especialmente agentes inswdi@asibilizantes. Sin embargo, por
ahorala presen@ de EHGNAor si sola no esina indtacion para lgrescripcion de
antidiabéticos ohipolipemiantes, aunque en pacientesque también presentan esos

trastornos metabdlicogl tratamiento estaria mas justificado.

Entre losantidiabéticos, no hayna evidencia clara dereferir una clase especifica de
farmace. Las tiazolidinedionas hasido anpliamente estudiadas,principalmente
rosiglitazonay pioglitazona.La comercializacion deosiglitazona fue suspelida por
producir un aumento del riesgo de enfermedad cardmoular, y en el caso de la
pioglitazona se ha comprobado que mejora todos los parametros de la histologia
hepétia, aunque después de la interrupcion del tratamiento los niveles de transaasina
pueden volver a los valores basaleésdemas.el uso a lego plazopuede resultar en

complicaciones meédicas tales comedema, insufliencia cardiaca congestiva,
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osteoporosisy aumento de pesopor lo que en caso de prescripcion debe realizarse un

seguimiento riguroso.

La biguanida metformina, otro antidiabétictiene efectos metabdlicos beneficdos
obvios, no sélo en términos de control de la glucosa, sino tambiéeleumelto de HDL
y ademas promueve la pérdida de pesoSin embargono se ha probado
convenientemente que produzca una mejoria sobre la histologia hepatica, por lo que las

guias clinicas no recomiendan su (i80).

El efecto de logarmacos hipolipemiantes en el tratamiento de la EHGdd®avia no es
completamente conocidoaunquela mayofa de los estudios sugirigraun beneficio leve

en l esteatosissin efecto claro sobre la fibrosis, ya sea paradsttinas, fibratos,
probucol o ezetimibd77). Sin embargo, los beneficios de las estatinas en estos pacientes
van mas alla del higad&stas, ademéas de produaina inhibicion competitiva de la
sintesis del colestol, tienen efectos pleiotropicos por sus propiedades antiinflamatorias,
inmunomoduladoras y antioxidantes, asi como en la disfuncion endotelial y en la
biodisponibilidad del 6xido nitrico. Sus efectos terapéutieaspacientes con EHGNA
incluyen una dismmucion de las transamisas y de la estéasis asi como mejoria
histolégica dda inflamacién hepatica, aunque su uso clinico en pacientes con EHGNA que

no presentan dislipemia no se recomiend®).

La Vitamina E, debido a su capacidad antioxidante ha sido estudiada para el tratamiento
de la EHGNADos importantes estudios randomizadbsn comprobadosu beneficio
sobre lareduccion delas aminotransferasas, y en la mejora de la higita hepatica,
aunque sin afectar a la fibrosiddemas, en lopacientes que no logran ur@érdida de
peso,la prescripcién de vitamina E se relaciona con una disminucion de la progresion de

la enfermedad77).

El acido ursodesoxicélicmostré en ensayos con animalesu posible atacia en el
tratamiento de la EHGNAvero lamentablemente los ensayos en humanosmostraron
ningun efecto sobre la histologia hepaticaaunque puede mejoratos niveles de

adiponectina y la resistencia a la insulina
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La pentoxifilina ydiversosprobiéticos parecen prometedores en estudios piloto, pseo

necesitan ensayos mas rigurosos y evidencias mas robustas para justificar su uso

Ademasyarios antiibréticos, antapoptoticos y terapias inmunes estéiendo evaluados

en estudios preclinicogen ersayos en fase Il para el tratamiento de la EHGNA.
V Cirugia bariatrica

Como ya se ha comentado anteriormente, existe wlavada asociacién entre la
obesidad y la EHGNAa prevalencia estimada en la poblacion genedal esta
enfermedadesta entre 1624%, mentras que erpacientes obesos alcanza el 70P8;79)
Esto es la causa de qu menos en primera instanciag intervencion dietética y la

practica de ejercicio constitupeel tratamientoinicialde la enfermedad.

Sin enbargo, un porcentaje no despreciable de estos pacientes presentan un grado de
obesidad extremola denominada obesidad morbidén latabla 1se pueden observar los
criterios establecidos pda Sociedad Espafiola para el Estudio de la ObesideD(S)

paradefinir la obesidad en grados segun el IMC en ad(&0%

Peso insuficiente <1856
Normopeso 185-249
Sobrepeso grado | 250-269

Sobrepeso grado |l (

preobesidad ) 27,0-29,9
Obesidad de tipo | 30,0-349
Obesidad de tipo Il 350-399
Obesidad de tipo Il

(morbida) SL L=
Obesidad de tipo IV > 50

(extrema )

Tabla 1: Criterios de la SEEDO para definir la obesidad en funcion del IMC.
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Cuando el paciente llega al grade obesidad morbida, los cambios dietéticos, el ejercicio
fisico o el tratamiento farmacoldgico no son eficaces en U886 de los casoEn estos
casos la opcion terapéutica méaficaz para lograr &rgo plazo la pérdida de peso es el
tratamiento quir(rgico, la cirugia bariatric@ueesta indicada en pacientes con IMC > 40

kg/m2 o con IMC >35 kg/@ycomorbilidades asociadas.

Por tanto, teniendo en cuenta el elevado porcentaje de pacientes con EHGNA que son
obesos, muchos de elleagran candidatos aometerse a cirugia bariatricéa cualse ha
asociado a una disminucién del riesgo de progredeia EENAY, en algunos casos, a la
regresion completa de las lesiones histolégicas.ha comprobado que después de la
cirugia los pacientes pierderasta ¢ 60% del peso corporay, ademasse produce una
drastica reduccion déa esteatosis hepatica, losrfomenos necroinflamatorios e incluso

la fibrosis disminuyendo por tanto el estadio de la EHGNA.ciruga baridrica ha

mostrado igualmente una mejora des componentes del Sk81-84).

Es de gran importancigredecir y prevenir el desarrollo denfermedades hepéticas
avanzadas en pacientes obes@specialmente en obesos morbiddsn lospacientes
sometidos a cirugia bariatricag Heteccion de EHGNA pgeirtrgicapuede ser tomada
en consideracién para identificar pacientesal® riesgq en los quedebeproponerse un
tratamiento previo. Ademas, permitiria realizar un confrobt-quirirgicomas exhaustivo
parareducir la morbilidad y madalidad en relacion con la hepatopatiasi como realizar

un seguimiento mas estrecho en el futuro.

En cuand al proceso quirdrgicose han descritomultitud de técnicas La Sociedad
Espafiola de Cirugia de la Obesit&atbida y de las Enfermedades Metabdlitese una
clasificaciéon en la que las dividésicamente en 3 tipos: restrictivas, malabsortivas y

mixtas

- Técnicas restrictivas puras
Gastroplastia vertical anillada
Banda gastrica ajustable

- Técnica malabsortivas puras

By-pass yeyunocdélico

68



Introduccién

By-pass yeyunoileal

- Técnicas mixtas (restrictivasalabsortiva3
By-pass gastrico
Derivacion biligpancreatica

Cuuce duodenal

Inicialmente se describieron casos de esteatosis severa producida por la rapida pérdida
de peso, en especial con Bypass yeyundleal Sin embargo en la actualidauhrece

imponerse el byPass gstrico en Y de Roux, que ha paliado este proble

De entre las diversas técnicas existenwdyy-pass @strico endY de Roukse considera
actualmente el patrén de referencia de la cirugia de la obesigadque ofrece un
excelente balance entre pérdida de peso, riesgo quirargico y calidad depesierior
(85;86) Como veremos mas adelante, esta fue la técnica quirtrgica que se realizo a todos

los pacientes obesos incluidos en esta tesis doctoral.

Al inicio de ladescripcion de la técnica se realizaba Unicateemediante abordaje
abierto, sin embargo en la actualidad el uso de laparoscopia reduce la complicacion de las
heridas y la estancia hospitalarial evitarla incision abdominal se consigue una mejor
mecanicarespiratoriay hay unminimo traumatismo quirgico, loque disminuye el

estréssistémco, el dolor yel riesgo denfeccidén postoperatoria de la herida

Previamente a la cirugia, todos los pacientes son evaluados por un equipo
interdisciplinario con experiencia médigairdrgica, psiquiatrica y nrtitional. Este
equipo debe valorar las indicaciones y contraindicaciones del tratamiento quirdrgico,
realizar una evaluacion completa, tratar y optimizar las comorbilidades médicas antes de
la intervencién, y valorar el bienestar psicologico del pacieetstableciendo unas
expectativas realistas sobre la pérdida de peso, ademas de educarlo para que participe

activamente en el tratamiento postoperatorio.

Esta técnica quirargica produce pérdida de peso por dos mecanismos: restriccion gastrica
y malabsorciorintestinal. Tal como puede observarse erfi¢ara 10, la técnica onsiste

en la creacion de un pequefio reservorio gastrico, mediante una cortadora quirargica, de
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unos 30 ml excluyendo una parte del estbmago a lo largo de la curvatura menor, y la
posterior realizacionde la anastomosis deeservorio gastrico con un asa de yeyufb.

bolo alimenticioentra al pequefio saco gastrico ocasionando una sacigtedtemprana,

y posteriormente pasa directamente wbyuno, evitindose asi la absorcion intestinal en

el duodenoy en el egmento mas proximal del yeyunlo,que restringe en gran medida la
cantidad de calorias y nutrientes que absorben.Esta nuevaasa que transporta el
alimento se une con el intestino queansporta las secreciones bHmancreaticas,

medianteuna anastomosis a una distancia del reservorio variablémo a los 160 cm.

porcion
"bypaseada”
del estémago

bolsa
N gastrica
/ = -
duodeno duodeno \ ////< yeyuno
-

/\\ ‘bypaseado”

' 5

yeyuno 2

- alimentos
~——¥ jUQOS Qastricos

Figura 10: Esquemésd  LINP OSRAYASY (G2 | dZANYNBAO2 RS . @LJ aa -
www.vigolap.es

1.2 Diagnosticode la fibrosis hepética

El conocimiento de la magnitude la fibrosis hepatica es esencial para determinar la
progresion de laenfermedad en ladhepatopatia cronicas para poder establecer un

prondstico y, en caso necesario tomar decisionesestdule prescripcion de tratamiento.

En la actualidad, la biopsia hepatica es el estdndar de referencigpdiagnosticae la
fibrosis hepaticaya que permite su deteccion y cuantificacion de margiracta, asi
como la valoracién de la presendia esteatosiy actividad necroinflamatorisademas de

aportar la posibilidad ddescartar otras patologias hepatic&n embargo, es un método
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invasivo que conlleva un riesgo inherente de complicaciones, ademas de presentar
limitaciones técnicas que provocan error delestreo, asi como la variabilidad de los

resultados en funcion del observad@&7-89).

Estas limitaciones, juntoonla necesidad creciente de métosigue pedan predecir con
precision lafaseinicialde la enfermedad permitan la evaluacion del enfermo de forma
periddica, han potenciado en los ultimos afos el desarrollo de métodos alternativos para
el analisis no invasivo de la fibrosis hepéaticarespntados fundamentalmente por las

técnicas de imagen y los biomarcadores de laboratorio.

1.2.1 Métodos invasivos

i. Biopsia hepatica

Actualmente labiopsia hepética se considera la técnica de referencia para determinar la

fibrosis hepatica y es por tantd gold standarddel diagnostico de la enfermedad.

El andlisiiistopatoldyico de la biopsia permite la deteccion y cuantificacion de manera
directa de la fibrosis hepatica,y ademas aporta informaciorsobre la actividad

necroinflamatoriagl grado de esteatsisy sobre la etiologia del trastorno hepético.

Existen varias escalas histopatolégicas que permitadugr la lesiones encontradddna

de las primera escalas disponibles fue |&aedell(90), publicada en 1981 genominada
también dindice de Actividad HistologiGague valora semicuantitativamenta actividad

de la enfermedad estableciendo una puntuacion en funcién de cuatro categorias: necrosis
periportal y/o puentes de necrosis, necrosis focal y degeneracion intralobular,
inflamacion portal y fibrosis. Posteriormente se han desarrollado otrstersas de
clasificaciéon histolégica como el sistemaStsheue(91). Este, menos complejo que el de
Knodell,y ampliamente utilizado, fue modificado posteriormente @datts y Ludwig
(92;93) Més adelante, como resultado de una modificacion de IKmtedel] se desarrolld

la escala deéshak(94), que incluye una terminologia descriptiva para la inflamacion y la
fibrosis. Ademas contiene mas estadios de fibrosis, lo que permite una evaluacion mas

detallada, pero sin embargo reviste mucha mas complejidad.
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Actualmente uno de los sistemas de clasificacion mas utilizados es el M@&&yigue

fue descrito para la valoracion especifica de pacientes con VHC, a diferencia del resto de
clasificaciones que eran genéricas lanvaloracion de la hmatitis cronica. Este sistema
permite la \aloracion de la fibrosis y la actividad necroinflamatoria, estableciendo por
orden creciente cuatro categorias para cuantificar la méaion (AGA3) y cincqoara la
fibrosis (FEF4). En canto a los estadios de fibrosiE0 corresponde a ausencia de
fibrosis; F1, fibrosis portal sin septos; F2, fibrosis portal con algunos septos; F3,
nuMerosos septos sin cirrosis; y Edrosis Se considera fibrosis significaticaando el
estadio de fibrosis es igual o superior a F2 y fibrosis avanzada, cuandimreea un

estadioigual o superioa F3.

En referencia a la EHGNA, se han descrito tres escalas especificas para la valoracion
histopatolégica de las lesiones hepaticdss fueron publicadas pdrunt(60)y Matteoni
(63) en el d@o 1999, yposteriormente en el &o 2005 la red estadounidensede
investigacion d@hica sobre la EHGN»®alidd un sistema de puntua@nh semicuantitativo

aunque actualmente su uso se limita a la investiga(9é)

La escala d®runt (60) valora la esteatosis, la actividad necroinflamatoria y la fibrosis,

estableciendo las siguientes categorias:

V Esteatosis
Grado 0 No hay presencia de esteatosis.
Grado 1 <33%gesteatosis.
Grado 2 33-66%esteatosis.

Grado 3 >66%esteatosis.

V Actividad Necroinflamatoria

Grado 0 Sin signos de activida@eroinflamatoria

Grado 1 (Leve)Esteatosis <66%, posibilidad de algun hepatocito balonizado, a
nivel intraacinaralgin foco inflamatorio e infiledo de polimorfonucleares y/o

linfocitosy sin inflamacion portal o leve.
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Grado 2 (Moderada) Esteatosis de cualquier graddegeneracion balonizante,

infiltrado intra-acinar de polimorfonucleares, inflamacion portal e irtiGinar de
media a moderada, queuede llevar fibrosis asociada.

Grado 3 (Severa)Esteatosis panacinar, balonizacion generalizada, inflamacion

intra-acinar, infiltracion de polimorfonucleares con hepatocitos balonizados e

inflamacion portal de media a moderada.

V Fibrosis
Grado0: Ausena de fibrosis.
Grado 1 Fibrosis perisinusoidal/pericelular leve.
Grado 2 Fibrosis perisinusoidal/pericelular con fibrosis periportal.
Grado 3 Fibrosis perisinusoidal/pericelular con fibrosis periportal y fibrosis en
puentes.

Grado 4 Cirrosis.

Por otro lado tenemosel sistema declasificacion deMatteoni (63), que clasifica la

enfermedad en cuatro tipos, atendiendo a las siguientes caracteristicas:

V Tipo 1 Esteatosis sin inflamaciomi fibrosis.

V Tipo 2 Esteatosis con iflamacién lobular, sin fibrosis.

V Tipo 3 Esteatosis y@senciade hepatocitos balonizados.

V Tipo 4 Esteatosis yr@sencia de falina de Mallory y/o fibrosis

A pesar de que la biopsia todavia sea considerada el estandar de referencia, su exactitud
y reproducibilidad se han cuestionado por varios motivos, ademaogieidsgos que

entrafa la prueba.

Por un lado, debido al pequefio tamafio de la muestra de higado que normalmente se
toma, el resultado podria no ser representativo del verdadero grado de fibrosis que
presenta el paciente, asi mismo con el resto de alterssadhistologicas. Normalmente

una biopsia hepatica supone un volumen de 1/50000 del total del 6rgano, lo que se

asocia a un error muestrgB8), fundamentalmente cuando la afectacion hepatica esta
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parcheada, no difusa o uniforme. Existen estudios que han demostrado que en funcién
del I16bulo hepatico de donde se extraentmiestra puede haber diferencias de al menos

un grado de fibrosis en el 33% de los cgd933% Bedossa y calsefialaron que las biopsias
hepaticas dberian terer una longitud de al menos 2,cm para poder emitir un
diagnostico de seguridad en el 80% de los c&88% sin embargo en la practica clinica
generalmentese toman muestras mas pequefias, lo que implica que en muchos casos se

infravalore el grado de fibrosis.

Por otro lado, una de las principales limitaciones de la biopsia es la relativa subjetividad a
la que esta sujeta, que puede dar lugar a resultados diferencias significativas en
funcion del observadorA pesar de que el uso de sistemas estandarizados de evaluacion
ha reducido la variabilidad integ intraobservador, la variacion en ektadiaje de las
muestras sigue endo un problema importanté89;97) e incluso eraquellos casos en los

que un profesional experimentado realiza la biopsia hepégiaan patologo experto
interpreta los resultadgda tasa de diferencia en la clasificacipnede llegar a ser hasta

del 209498;99)

Ademas,dado quela biopsiaes un métodorivasivo,no esta exenta de riesgd87). Se
han descrito complicaciones menores oamdas al proedimiento como dolor,
hemorragia lee que no requiere transfusidon hipotension transitoria. Pero también
pueden producirse complicaciones mayores como hemorsagé&s gravesjue requiere
transfusibn o tratamiento quirdrgico, perforacion de O6rganos adwées, neume
hemotorax, peritonitis biliarsepsis,reaccién alérgica a anestésicos, y en un porcentaje
muy pequefig1:10000a 1:2M00), puede producirse inclusa muerte(89;100)

Aparte de las limitaciones y riesgos asociados a la técnica que se acaban de dekcribir,
hecho de proporcionar una vision estéatida la enfermedad, que no permite predecir
cudl va a sela evolucion a medio o largo plaas también un inconveniente. Ademas,
dadosu cardcter invasivo, la biopsia no puede proponerse como técnica para realizar el
seguimiento periodico que generalmente requieren lgsacientes con hepatopatia
cronica Otras imitaciones no menos importantes soisu elevado coste y una baja

aceptacion por parte de los pacientes que en ocasiones conlleva demoras terapéuticas.
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También aisten algunas contraindicaciones que imposibilitan su realizacion como
coagulopatias severaspbstruccion biliar extrahepatica la falta de colaboracion por

parte del pacient€100)

Por tanto, é&das las limitaciones de la biopsia hepética, el desarroliouggos métodos
diagnodsticos no invasivos, faciles de realizar, reproducibles y capaces de diferenciar entre
los distintos estadios de fibrosis hepatica, se ha invocado como una necesidad
indiscutible. Los avances en técnicas de imagen y en marcadore®gsere han
generado expectativas sobre nuevos procedimientos diagndsticos que pweedatituir

una alternativa a la biopsia hepatica.

1.2.2 Métodos no invasivos

i. Examen fisico

Aunque no se considera propiamente un método diagnéstieaeXploracion fisicalel
pacierte puede revelar signopropios de las hepatopatias crénicas tales como ictericia,
hepatamegaliay esplenomegaliacirculacion colateral abdominaklrafias vasculares
(predominantemente en cara, tronco y extremidades superiredangectasigseritema
palmar o ginecomastia en varonebambién pueden apreciarsen las ufiadandas o
estrias horizontaleblanquecinas separadas entre si por otras zonasaler normal
(uias @ Muehrcke), cuypatogenia séha relacionado con estados de hipoalbuminami

En lafigura 11 pueden observarse algunos de estos signos.

Figurall: Signos fisicos presentes en enfermos con cirrosis hepatica. A la izquierda ufias de
Muehrcke, en el centro una arafia vascular y la derechfias vasculares y telangiectasias en la
regién pectoral.
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Si bientodos estossignosson pco especificos, pyormalmente aparecen en estadios

avanzados de la hepatopatia.

ii.  Pruebas de imagen

a. Ecografia

La ecografia abdominas una técnica inocua, barata y de gran valor diagnostico en la
patologia abdominalPor esto, tras la amnesis y la explacion fisica, efa técnica de
eleccion en pacientes con sospecha de enfermedad hepética, simultaneamente a las

pruebas analiticas dirigidas al establecimiento de la causa del proceso.

El parénquima hepético se define segun varios paramedasyraficos ecogenicidad,
tamafio, contorn@ y ecoestructura Un higado sano presenta unas caracteristicas
ecograficas determinadas. Es isoecogénico con la cortical renal, presenta una
ecoestructura homogénea, una longitud de hasta 15 cm en un corte longitudinal medido
en la linea media clavicular derecha, y en su interior pueden definirse vasos sanguineos y

en su porcion superior y lateral el diafrag®1)

En la hepatopatia créca se pueden distinguir varigstrones ecograficos: patmdde
EHGNApatron de cirrosis hepatiozon o sin hipertension portagl patron de hepatopasi

crénica inespecifica.

- Patron de EHGNAel hallazgo ecografico caracteristico y mas constante es el
aumento de la ecogenicidad hejé debidoal depdsito de grasa (esteatosis) en
los hepatocitos.Esta hiperecogenicidad es de grano fino muy denso, lo que
O2yFASNE f KN3IFR2 dzy | aLISOG2 GoNRfftlyaSé
son una disminucién en la visualizacion de los vasos intrahepéaticos y del diafragma

y una atenuacion posterior del sonido.

- Patron de cirrosis hepaticlas cambios histoldgos que se producen en la cirrosis
hepatica (nodulos de regeneracion rodeados de bandas de fibrosis y grados
variables de inflamacion, acompafiados en algunos casos de esteatosis) se

traducen en los siguientes signos ecograficos:
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V Superficie hepatica hodularefleja la presencia de septos fibroticos y nédulos

de regeneracion. Se hace mas evidente en la interfase del higado con la
vesicula biliar y en la zona adyacente al rindn derecho, en el borde posterior
del I6bulo izquierdo y en la posicidbn mas cercahdransductor(figura 12)
(102;103)

Figua 12: A: bordes lisos en un higado sano. B: bordes irregulares y discontinuos en
un paciente con cirrosis hepéatickomada deMarin-Serrano y col&L04)

V Cambios en la ecogenicidad hepétidamedida que la enfermedad avanza la

ecoestructura hepaticase torna hiperecoica y ajrano se engruesa hasta
adoptar,en fases avanzadagn aspecto hetrogéneo de nodularidad grosera,
debido a la fibrosigfigura 13). La deteccién de estos cambios tiene una baja
sensibilidad ya que son un signo subjetivo cuyastataciéon depende del

explorador y del equipo utilizadd05;106)

Figural3: Higado hiperecogénico, de grano medio y sin atenuaga& sonido
(fibrosis) en un paciente con hepatitis crénica por virusdnada deMarin-Serrano y
cas(104)
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V Cambios en la morfologia hepaticdos cambios acontecidos en la

microcirculacion hepatica como consecuencia del desarrollo de fibrosis y
nodulos de regeneracion provocan disfuncion hepatocitaria y atr@malos
estadios iniciales el higado puede estar aumentado de tamafio, pero con la
evolucion de la enfermedad se produce atrofia del I6bulo deredar el
contrario, es frecuente observar exento del tamafio del I6bulo caudado y del
segmento lateral del I6bulo izquierdo, debido a que sus vasos nutricios estan
menos comprometidos por la distorsion arquitectural que se produceaen |
cirrosis hepatica. La hipertrofidel I6bulo caudado es un signcon una
especificidad muy elevadale alrededor del 90%gero con una sensibilidad

mas bajadealrededor del 45%104;107;108)Figura 14

Figural4: Alteraciones ecogréfican lacirrosis hepatica. a)tffia del I6kulo
hepatico derecho b) idertrofia dd I6bulo hepatico izquierdo c)ipertrofia del
caudado.Tomada deMarin-Serrano y ds (104)

V Hipertension portal Cuando a los signos previamente mencionadoaiseen

datosecograficos de hipertension portal| diagndstico de cirrosis hepética se
hace aun mas consistente. Existen signos ecograficos directos,dilatagion

del sistema venoso esplenoportadlibre fijo de la vena esplénica y de la vena
mesentérica superiocon los movimientos respiratoripe colaterales venosas
portosistémicase indirectos como son la presencia de esplenomegalia, ascitis

0 engrosamiento de la pared vesicu{@04)

- Patron dehepatopatia cronica inespecificengloba tres lesiones hetegéneas, la

hepatitis crénica con mas o menos fibrosis, la EGMN&cirrosis hepaticasin
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patron ecogéfico tipico Aparecen signos ecograficos distintos a los ya expuestos;
higado de tamafio y borde variable, de contorno no nodular, hiperecogénico de

grano grueso o heteroecogénigono asociado a signos de hipertension portal.

La ecografia es una técnica muy utilizgokra la valoracion de la hepatopatia crénica
especialmenteporque a su falta de invasividad se suma su potempaeh proporcionar
informacion util sobre el parénquima hepatico, ademas dectattar cambios
extrahepaticossecundarios a hipertension portaNo obstante, la mayoria de estos
cambios correspondea una fase avanzada de cirrosis, situaciéaeque el diagnostico
clinico puede ®r realizado con facilidad, y ademas es una téctiméada por la
variacion mter e intraobservador. bl se considera suficientemente precisa para la
cuantificacion de la esteatosis y la fibrosis hepatica en los estadios iniciales, ni tampoco
para dierenciar estadios intermedio%l diagnostico de una cirrosis hejgat establecida

se puede realizar de forma relativamente segura a partir de una semiologia ecografica
bien definida, pero, por el contrario, en pacientes con enfermedad cromieaos
avanzada ajue no presentan los indicios ecograficos habituales ni hipertensién portal,
determinar el estadio histégico de la enfermedad enas complicadoEsto supone una
limitacién importante, pues aproximadamente el 25% de los pacientes a los que se les
realiza una biopsia hepatica por aumento mantenido de las transaminasas, en estas
circunstancias ygresentan una fibrosisvanzada o cirrosis hepatica no sospechada.
Dados estos inconvenientes, en la actualidad cada vez se recurre de manera mas
frecuente a técrdas de imagen mas moderndsndamentalmentelas basadas en la
elastografia, que ofrecen mejores resultados para detectar esteatosis y fibrosis hepatica

en estadiosniciales asi como para diferenciar las etapas intermedias.

b. Sonoelastografia

La sonoelastgrafia es una técnica que permite evaluar objetivamente la relacién entre
las distintas estructuras tisulares y su elasticidad. Fue descrita a principios de los afios
noventa(109) y hasta la actualidad se han dato multiples aplicaciones ediferentes

tejidos como el higado, la mama, el tites, la prostata y los vasos sanguin@id<-114)

El fundamento basico de la técnica consiste en la compresion del tejido y la creacion de
una imagen ge refleja la elasticidad resultante de esa compreskbristen dos tipos bien
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diferenciados la sonoelastografisemicuantitativa gtrain elastography y la cuantitativa

(shearwave elastography

80

Sonoelastografia semicuantitativa adquiere los datos amé@micos pre
compresion del tejido a estudio. Posteriormente, mediante un compresor externo
(transductor ecografico) o una funcién fisiolégica (respiracion) se aplica una
pequefia presion y se adquiere otro mapa de la anatomia del tejido- post
compresion. Mdiante la comparacion de los dos mapas anatomicos se calcula el
desplazamiento del tejido deformado, y se refleja en un mapa de colores
(109;115;116)

Sonoelastografia cuantitativa esta malalidad, mediante el envio de
microimpulsos acusticos con niveles de energia minimos, mide el desplazamiento
del tejido independientemente de la presion aplicada, creando un mapa tisular
relativo al desplazamiento de las estructuras adyacentes. No es arerda
compresion del tejido con un transductor, por lo que disminuye la variabilidad
inter e intraobservador, aumentando por tanto la reproducibilidad; esto supone la

principal ventaja frente a la modalidad semicuantitativa.

Dentro de lasonoelastografiauantitativapodemos distinguir a su vez tres tipos
de imageneg117-120})

V Cualiativa: aporta unmapa de colores de la lesion con respecto al tejido
adyacente.

V Cuantitativa: ofrece un valarumérico, enkilopascales (kPa) o metros por
segundo (m/s)que refleja la deformidad del tejido en la regién de interés
elegida.

V Combinacion déas dos anterioressobre un mapa cualitativo de colores se

mide la dureza del tejido en la region de inte(BDI)

Los datos se procesaralculando el médulo de elasticidad del tejido, en funcién
de una serie de parametros técnicos. Varias casas coreciean integrado

software de snoelastografia en equipos de tdsonidos, nombrando de
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diferentes formas esta base fisica: AR¥elugtic Radiation Force Impulse Imaging

Shear Wave Point QuantificatipBlasbgrafa CuantitativeShearwav&”'X

Tal como seletallara en el capitulo de material y métodos, en esta tesis doctoral a todos
los pacientes se les realizara, adesmde una ecografia abdomindg técnica Arfi

cuantitativa.

La técnica Arfi evalia de forma objetiva la consistencia o dureza de losstefidta
modalidad diagndstica afiade informacién estructural a las propiedades morfolégicas que
nos muestra la ecografia, permitiendo alcanzar mejores resultados de sensibilidad y
especificidad. La informacion basica que aporta la técnica es la velocidadue un
impulso predeterminado (velocidad de onda de corte o Vc) atraviesa la region de interés
(121) El fundamento de la técnicaonsiste enque un transductor envia mdaltiples
micropulsos u ondas sonas longitudinales de-162 microsegundos de duracion con una
frecuencia fija 2,67 megahercios, que provocan la distorsibn del tejido con un
desplazamieto transversal. A continuacio®| transductor emite pulsos de rastreo que
recogen a partir de esta storsién la velocidad en m/s a la que los mmnsos iniciales

han atravesado el tejido. La medida se realiza en la regién de interéslquografista

ha elegido previamenteEn lafigura 15 puede observarse el procedimiento de forma

esquematica.

Transductor ,\

Region de interés (RDI)

AT

Figura 15 Base fisica de la técnica Arfi, anteriormente descrita.
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Cada tejido del organismo tiene unas propiedades mecanicas caracteristicas, que van a
condicionar el modo y la velocidad a la gus@nido lo atraviese. Por ellla Vc obtenida

para cada tgdo es una propiedad intrinsecaéhy ademas, reproduciblél22-124) La
velocdad de las ondas transversaldspende de la elasticidad del tejido, y se traducird en
una Vc determinada, que sera el resultado proporcionado por la plataforma ecogréafica

(121) tal como se observa eafigura 16

Vc=2,75 mis

Profundidad
=5,4 cm

Figura 16Ilmagen ecogréfica hepatica de la técnica Arfi realizada a un paciente con VHC. En el
extremo derecho se puede observar la Vc proporcionada por el equipo.

Al igual que ocurre a nivel ecograficel higado sano presenta umgropiedades
elastograficas deterinadas. Se han publicado pocyiessobre datos elastografican

individuos sanos, siendo la &®opescly colsuna de lagnas referenciadagjue concluye
una Vc media de 1,15 + 0,81/s (125)

Las caracteristicas elastograficas de un higado patolégidan en funcion del agente
etiolégico causante. Las Vc obtenidas lea distintos tipos de hepatopatias guardan
relacion con la matriz hepatica que conforma la enfermedad. Se ha demostrado que tanto
en la esteatohepatitis no alcohdlica, como en las hepatopatias virales o las de origen
alcoholico, las Vc obtenidas son diguoente proporcionales a la gravedad de la lesion,

apareciendo por tanto los valores mas elevados en los higados cirréticos. Por el contrario,
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en higados que Unicamente presentan esteatosis simple, se ha observado una

disminucién de la V(126-128)

Se cree que el aumento de Vc que se produce en pacientes con el higatlamado o
fibrético esdebido a la mayor reticulacion extracelular hepatica o la presencia de edema
o célula inflamatorias asociadas. Esto confiere mayor densidad al tejido, lo cual facilita el
paso de las ondas enviadas por el transductor, redundando en una mayor Vc. Por otra
parte la disminucion de la Vc que parece existir en la essgasimple podriger cebida a

la reduccion de la densidad del tejido hepético y el aumento del espacio intercelular que
producenlas vacuolas grasa® que se traduce en un higado méanulo y por tanto mas

resistenteal paso de las ondas, con la consiguiente disminucion de.la

La RDI es elegida por el operador, guiado por la imagen ecografica. Tiene un tamafo
rectangular fijo de 1& 6 mm, y un espesor de 2 um. Puede alcanzar una profundidad de
8 cm, lo cual resulta particularmente Gtil en pacientes obesos, que presentpanioulo

adiposo mayor.

Por otra parte, deben tenersen cuentalas limitaciones del procedimientoaf realizar

la técnica adecuadamente se necesitan unas condiciones determinadas: ausencia de
movimiento por parte del paciente y evitar la interposicid® vasos u otras estructuras
RAaGGAYGEFr&a | t1F 1jdzS a$S @ilel pacierieisé nzieve IdiNdhte 18 2 Y 2
exploracion se obtendra un valor de Vc nulo, y debera repetirse el procedimiento. Cuando
se interponen otras estructuras con una rigidiferente a la del tejido que se pretende
estudiar se obtienen datos de Vc falseados, ya que por ejemplo, los vasos son mas

elasticos que los 6rganos internos y los huesos son mas rigidos.

c. Elastografia de transicion

La elastografia de transicio (ET), omercializada con el nombre de FibroS@gpor la
empresa Echosens (ParFrancia)aparece por primera vez en una publicacion cientifica
como nueva técnica diagnostica de fibrosis hepatica en el afio. H)@&o0 de la ET en
pacientes con enfermedaldepaticase basa en laelacionexistente entre la rigidez del

higadoy elgrado de fibrosis hepatidd 29)

83



Introduccidén

El FibroScamconsta deun transductor de ultrasonidosed5 megahercios de frecuencia
acoplado sobre el eje de un vibrador. La sonda del transductardtoesonidos, quese

coloa sobre la pieen un espacio intercostal a la altura del I6bhiepéatico derecho,
generauna vibraion de baja frecuencia y moderadenplitud queinduce una onda
elastica que se ppagaraa través del tejido. Estaropagacion es analizadaediante la
adquisicién de sefiales de ultrasonido con las que se genera el mapa de rastreo de dicha
onda elastica, de acuerdo a los parametros de yomdfdad y tiempo.De esta manera, se
determina la velocidad deropagacion de la onda elastiogiie esta relacionada con la
elasticidad tisular hepatica: a menor elasticidad del tejidoayor velocidad de

propagacion de la onda.

El FibroSca® mide la elaticidad de un cilindro de parénquima hepético de
aproximadamente 1 centimetrde didmetro yentre 2-4 centimetros de longitud. Esto
representa unvolumen cienveces mayor que el explorado con la biopgiar lo que se
considera mas representatiwae la tdalidad del parénquima hepatico. La profundidad de

las mediciones oscila entre 25 y 48imetros.Los resultadosesexpresan en kilopascales
(129;130) En lafigura 17 que se muestra a continuacion se puede ver el equipo de
FibroSca®, asi como de manera esquematica, la propagacion de las ondas a través del

parénquima hepético.

Figura 17 EquipoFibroSca®. A la derecha se ilustra el transductor generando una vibracion que
dara lugar a la onda que se propaga por el higado
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Diversos estudiokan valorado la exactitud diagstica del FibroSc&en comparacion
conla biopsiahepatica La mayoriastanrealizados en pacientes con VH@rotambién
en pacientes con hepatopatia por virus\BH,0 EHGNA129;131136) En lamayoriade
los trabajos se describe ursociaciorestadisticamentesignificativaentre la medidade
la elasticidachepaticay los distintosestadios de fibrosis obtenidos mediante aialisis

histol6gico

Las principaledimitaciones descritas de la técnisan la presencia de ascitig que las
ondas de baja frecuencia no se transmitettravés de liquidos y la obesidad, pues la
grasa de los tejidos interfiere con thfusion de las ondaslasticasy de ultrasonidos,
imposibilitandola adecuadaealizaciordel procedimient(129;137;138)También se han
reportado problemas técnicos al realizar la exploracibn a pacientes con espacios
intercostalesestrechos Estaslimitaciones suponen la principal desventaja frente al,Arfi
que ademas,al contar con un ecégrafo incorporadoaporta un estidio ecégrafico
simultdneo y permite mayor precisibn a la hora de la eleccion de la M3k
recientemente, tratando de paliar estadesventajas se ha comercializado un nuevo
dispositivo que permite la exploracién en pacientes obesos ya que cuenta con una sonda
XL y un nuevtransductorque posibilita que la sefial penetre a mayor profundidadue

la medicién se realice entiZ5-75 milimetros.

d. Otras técnicas

Recientenente ha sido descrita la técnica delastografia por resonancia magnética,
(elastoRM), para evaluar la rigidez en diversos tiptes tejidos. LaelastoRM utiliza una
técnica modificadale contraste de fases sensible a ¢tasacteristicas deropagacion de
las ondas acusticas de corte que son generatesd 6érgano de interéd.a técnica puede
ser implementada en un sistema convenciodalresonancia magnéticafiadiendoun
hardware y softwareadecuadoy acoplandoun inducta neuméatico o electromecéanico
para generar la propagacion de ondas mecanicas en el higdddiante una secuencia
de resonancia magnéticeon contraste de fases, que utiliza gradientes de movimiento
programados que oscilan sincrénicamente con las vibnesicaplicadasse capturala
imagen de las ondas que se propagan en el hig&bala adquisicion elastografica
proporciona una imagen que representa el desplazamiento causado por la onda
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propagada en el medio. Las imagenes de ondas se procesan entoncesnt@eain
algoritmo de inversién desarrollado especialmente para generar imagenes cuantitativas
que captan la rigidez del tejido llamadas elastogramas, que al ser tomados en sitios de
interés en el 6rgano proporcionan valores de elasticidad significaffigsra 18). La
unidad de medida de la edticidad es el kP@.39;140)

Shear Stiffness (kPa)
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Figura 18Elastogramshepaticcs.

Algunos atores han encontrado que l&lastocRM muestra wa alta sensibilidad y
especificad para discriminar entre estadios mtedios de fibrosisen pacientes con
enfermedad hepética cronica(140;141) La técnica, ademas, puede satilizada en
pacientes obesos ya que las onddes compresion tienen una buenaenetracion. Sin
embargo, como pincipal limitacion presenta un elevado coste, asi comoa
disponibildad todaviaescaa en los centros sanitarios. Ademas, su reciente desarrollo

implicaque los resultados sobre su utilizacién el diagnostico de fibrosis hepaison
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todavia escasos, generalmente basados un bajo nimero de pacientes y todavia

necesitan ser validados.

Por otro lado, también existe otra técnica de imagen para el didgodsie fibrosis
hepatica basada en la tomografia computerizab@,(denominada Fibrdac. Esta técnica

se dio a conocer en un estudio publicado en el afio 20@2)que, utilizando la biopsia
hepética como estandar de referenciayel6 queel analisis optico digital de imagends
TCpodria ser eficaz para determinar tanto el estadio como la distribucion de la fibrosis
hepética Sin embargo, a pesar tes buenos resultados obtenidosste método también
presenta limitaciones. Los autoresfimlan que los resultados podrian verse influenciados
por del grado de homogeneidad en la distribucion de la fibrosis, asi como por la presencia
de lesiones focales o de altos grados de esteatosis. Ademas es importante sefialar que la
técnica fue desarrolda en pacienteon hepatits cronicaC y quese utilizé como
criterio de exclusion la presencia de esteatohepatitis. Tamt@he mencionarsgue su

uso es limitado por la exposicion a la radiacion, asi como por su escasa disponibilidad.

iii. Biomarcadores ddibrosishepatica

En los ultimos afos, el interés en la identificacitinbiomarcadores serol6gicos como
métodos diagnosticos de fibrosis hepatita ido en aumentoAdemas de su naturaleza

no invasiva, el error de muestreo y la variabilidad en relacidm € analizador es
practicamente nula, por lo que en principio suponen una buena alternativa frente a la
biopsia. Por otra parte,las determinacionepueden realizarse repetidamenten el
tiempo, permitiendo por lo tanto un control dinamico de la enfernagld Estas son las
principales razones de que los biomarcad®egpresenten como una buena herramienta
para la supervision de la progresidate la enfermedad hepética cronicga seacomo
parte del seguimientale la historia natural de la misma o bien palacontrol de los

regimenes de tratamiento.

Los biomarcadores séric@®n parametros que nos dan informacion sobre el estado de
fibrosis hepatica. Tratan de estableceudl es el estado de fibrosis y de actividad
inflamatoria hepatica equivalente a la inflonacion que suministra la biopsi&egun

Afdhaly cols(143)el biomarcador ideal de fibrosis deberar especifico del higado, sen
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cillo y rapido de realizar, reproducible en cualquier labania e independiente de
cambios metabolicos y de alterianes en la excrecion urinaria y biliar. Ades, deberia
estar estrechamente correlacionado con el contenido de la MEC, ser eficaz en todo el
abanico de enfermedades hefi@as cronicas y ser suficientemente sensible para discrimi
nar los diferentes estadios de la fibrosis, permitiendo el seguimidetla progresion de

la enfermedad y la resputs a las terapias antifibréticasiunque segun esto en la
actualidadno hay ningun marcador serologico de fibrosis hepética qumpla todos
estos requisitos, son varias las moléculas que han mostrado buessodtados en

diferentes estudios clinicos.

Tradicionalmente los biomarcadores de fibrosis hepatica se clasifican en dos grandes
grupos:indirectos ydirectos. Los indirectos reflejan alteraciones de la funcion hepética,
pero no nos aportan informacion dea MEC. Por el contrario, los directos reflejan la
actividad dinamica de la MEC, indicando en unos casos fibrogénesis y en otros fibrolisis
(143) Cuando se usan individualmente estos oamlores son Utiles para el diagndstico o

la exclusion de la cirrosis, pepmr lo generaltienen una preci®n limitada para el
diagndsico de fibrosis clinicamente significativ@or esto, con el objeto denejorar el
rendimiento diagnéstico se han disefiando indices que combinan marcaddirestos,

indirectoso la combinacioén de ambos.

Hasta hace pocos afpla utilizacién de los marcadores serolégicos de fibrosis hepatica se
circunscribia a pacientes con VHC. Debido a los prometedores resultados obtenidos, el
interés en el rendimiento diagnostico de estos se ha extendido a enfermedagésidas

de difererte etiologia, incluida la EHGNA.

a. Indirectos

Los marcadores indirectos son los clasicos marcadore®geras bioquimicos obtenidos

en el laboratorio clinico a partir de los analisis de rutina que reflejan las alteraciones en la
funcion hepaticaEntre dlos encotramos la albumina, las aminotransferasas, el recuento
de plaquetas, la-glutamiltransferasael cdesterol, los triglicéridos, la bilirrubina total y

la fosfatasa alcalina, el tiempo de protrombina y los tradicionalescadares séricos
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bioguimicos de inflamacién, como la hagté 2 0 A-yidcrbglobulina y apolipoproteira

Al.A continuacién se detaltalos méas relevantes:
V AlbUmina

La albumina es una proteina de sintesis hepatica, cuya vida media osciiéos 19 y los
21 dias. Su produccion depende de la funcion hepatocelular, pero también de otros
factores,como el adegado aporte de aminoacidos, la presion oncética plasmatica y los

valores de algoas citoqunas, principalmentda interleuguna 6, que inhibe su sintesis.

Es la proteina mas abundante en el plasma normal, constituyendo hasta dos tercios de las
proteinas tdales. Por esta razon, las disminuciones del nivel de albamina debidas a una
alteracion de su sintesis, como sucede en la malnutri@dnla malabsorcion o en la
disfuncién hepatica, o bien por pérdidas, tal como ocurre en la ascitis o la nefropatia, dan
como resultado un desequilibrio de la presién oncética intravasctlata pérdida se
manifiesta clinicamente con el desarrollo de edemas perifé(itd4)

Ademas del mantenimiento de la presion oncotica, la albumina ejerce de depdsito movil
de amino&cidos para su incorporaciéon a otras proteinas, asb dancion de proteina

transportadora.

En las hpatopatias agudas las concentraciones de albumina generalmente no se ven
afectadas por su gran vida media; sin embargo en las hepatopatias cronicas va
disminuyendo de forma progresiv&u principal utilidags como marcador pronéstico de

la funcién hepética de los pacientes con cirr¢$ét)

V Aspartato aminotransferasa (EC 2.6;1.1-Aspartato: 20xoglutarato
Aminotranferasa; AST
Alanino aminotransferasa (EC2.6.1.2 L-Alanina: 2 Oxoglutarato

Aminotranferasa; ALT)

Se conocen también como transaminasas, uEON enzimas que transfieren un
aminoacido a un cetoacido acepto para dar lugar a aminoacidos distintos de los
originales. En el higado se han detectado no menos de sesenta reacciones de

transaminacion, pero las Unicas transaminasas con valor clinida A&T y la ALT
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Estas enzimas no son especificas del higselencuentran ampliamente distribuidas por

el organismo. L&ASTest4 constituida por dos isoenzimas, una citoplasmatica y otra
mitocondrial, presente en los hepatocitos pero también en célulasottos tejidos
(corazon, musculo esquelético y rifidn).Ald es exclusivamente citoplasmética y es mas
especifica del dafio hepatico o renal, ya que su concentracion en el miocardio o el
musculo esquelético es menoAmbas enzimas se catabolizan en ela siendo la

biliar una ruta menor de eliminacidi45;146)

Las concentracionede ambas en pkma reflejan la liberacion debida a renovacion
celular fisiolégica o a lesion celular, que provoedrraciones de la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica que permiten el paso de las enzimas desde el espacio
intracelular Sus valores séricos normed oscilan entre 5 y 33 unidades internacionales
por litro (U/L) La AST citoplasmatica presenta su actividad mas elevada en los
hepatocitos, con niveles aproximadamente 7000 veces mayores que en plasma. También
la ALT presenta una elevada actividad en hepatocitos, con niveles celulares
aproximadamente 3000 veces mayores que en pladmavida media de la ASes 17

horas y de I&ALT 47 horas.

Ambas enzimas se han utilizado clasicamente como marcadores de dafio hepatico,
aunque debido a su amplia distritidn tisular apareceran alteradas en otras patologias
como afecciones cardiacas o musculates cambiosbservados en las concentraciones

de ambas enzimas ante una lesion hepatica pueden explicarse por las diferencias en los

niveles de actividad hepatigeen la vida media.

La caracteristica principal del dafio hepatocelular agudo es el aumento de los niveles de
aminotransferasas, que normalmente se sittan mas de ocho veces por encima de los
niveles de referenciaEn la mayoria dea$ formas de dafio injid hepaticaaguda, al
principio el nivel de AST sera mayor que el dg, Alebidoa la elevada actividad de la AST

en los hepatocitos. Pasadas -28 horas, si el dafio persiste la RlLalcanzara

concentraciones mayores debido a su mayor vida media.

Por otrolado, en el dafio hepato cronico frecuentemente la ALesta mas elevada,

aunque a medida que la fibrosis progresa la actividadadAS aumenta gradualmente
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debido a que la extension del dafio hepéatico aumenta la liberacion enzimatica de las
mitocondrias de los hepatocitos.Por tanto, con la evolucién de la enfermedad la
proporcion de AST aumenta con respecto a la de ALT, de modo que para el momento en
que se presenta la cirrosis los niveles de AST son a menudo mayores que los de ALT.
También se ha postul@ que las células sinusoidales hepéticas juegan apelpen el
aclaramiento de la AlS lo que explicaria el aumento de su concentracién a medida que

progresa la enfermeda(l45)

Ademas de sugalores individuales, diversestudics han corelacionado el ratiAST/ALT
(cociente de Ritisjon la etiologia y la gravedad del dafio hepético en diversas etiologias.
Valores >1 se han relacionado con cirrosis hepatica y >2 con hepatopatia alcohdlica. Se ha
visto que el ratio muestra una mejor correlédn con el grado de fibrosis que con el nivel

de inflamacion en pacientes con VH@7;148)
V Recuento de plaguetas

La trombocitopenia es una alteracion comdn en los pacientes con hepatopati@a;roni
haciéndose mas evidente a medida que progresa la enfermedad, de manera que aparece

de forma frecuente en los casos con cirrosis.

El factor causal de la disminucion del recuento de plaquetas que parece tener mas
importancia es la disminucion en la pradidon de trombopoyetina, una citodoa
producida en el higado la cual es la responsable de la maduracién de los megacariocitos y
de la formacion de las plaquetas madur@ial como puede observarse enfigura 19,

ha comprobado que en pacientes trasgiatios los niveles séricos de trombopoyetina
aumentan de forma paulatina en el periodo ptistsplante, con la consecuente elevacion

de las cifras de plaquet#%49)
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Figura 19: ®riacién en el recuento de plaquetas en combinacion con atmemisco y la
posterior normalizacion de las concentraciones de trombopoyetina en pacientes sometidos a
trasplante hepéaticoTomada déTéllezAvila y col$149)

Por otro lado es conocido que, en fases avanzadas de la hepatopatia, cyzardcea
hipertension portal y esplenomegalia congestiva, el bazo puede llegar a secuestrar el 90%
de las plaquetas circulantes, traduciéndose esto en una trombocitopenia. Sin embargo, a
pesar de ello estas plaquetas son capaces de participar de manera exctél proceso de

hemostasig149).

V i-Gutamiltransferasa® / H ®eGthtarditt SLIGAR2Y L YAy 2t OAR2

glutamiltransferasaGGT)

La GGT es una enzima que catdbizaansferencia de gruposglutamil de un péptido a

otro, o bien de un péptido a un aminoacido, a si misma o al agua. Gerari@nesta

unida a la membrana plasmatica de las células que muestran una gran capacidad de
excrecion o absorcion, como los hepatocitos (en el lado canalicular), los tabulos renales
proximales, las células epiteliales intestinales y las de la préstataerExiarias
isoenzimas, que no son especificas de tejido. La liberacion celular de GGT esta relacionada
principalmente con la liberacion de fragmentos de membrana, siendo el higado la mayor

fuente de actividad146)

La GGT muestra marcadoambios segun la edad y el seyotiene una vida media de

entre siete y diez diasungte en la hepatopatia alcohdlica esta aumenta hasta 28 dias.
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Su determinacion esta indicada principalmente para la deteccién de dafio hepatico, sin
ser espeffica de ningun tipo etiologia. Su concentracion tiende a ser mas elevada en los
trastornos obstructies y en las lesiones hepaticas ocupantes que en el dafio de los
hepatocitos. Aunque es un marcador sensible, su especificidad esybaja valor
predictivo de hepatopatia es solo del 32%, por lo que su uso no esta indicado para el
cribado ni la evaluaciémicial de pacientes con enfermedad hepética. Su mayor utilidad
reside endeterminar la causa del aumento de fosfatasa alcalinacorroborando el

aumento de ambas la existencia de un patrén colestg4id6)

También se ha documentado un aumento de sus niveles en-é0%0de los individuos
que abusan crénicamente del alcohaunque no estd muy clara la correlacion dan
cantidad ingerida. & otro lado existe un porcentaje de bebedores habituales que

presentan concentracionasormales de GG{L45;146)

Asi mismo los niveles de GGT se ven incrementados con el consumo de ciertos farmacos,
particularmente los que somductores enzimaticos, como por ejemplo la fenitoinky

carbamazepina.
V Bilirrubina total

La bilirrubina es el metabolito mas importante del grupo hemo, que se encuentra en la
hemoglobina, la mioglobina y los citocromos. Los individuos adultos sanos producen
entre 250 y 350 mg de bilirrubina al dia aproximaeate, cerca del 85% derivada de la
degradacion de los globulos rojos senescergrslas células del sistema mononuclear
fagocitico en el bazoEsta bilirrubina, denominada indirecta 0 no conjugada pasa al
torrente sanguineo por difusion pasiva y debidquee es altamente insoluble en aguka,
mayor parte es transportada por la albumina, existiendo tan solo una pequefia porciéon
libre. Por accion de varias proteinas transportadoras se produce la captacion de la
bilirrubina al interior del hepatocito, donddiene lugarla conjugacion con acido
glucuroénico. La bilirrubina conjugada, también denominada diressahidrosoluble, lo

gue le permite pasar a la bilis y posteriormente al intestino, donde sera transformada por

la flora intestinal en urobilindbgeno y est@bilina(145)
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La elevacion de los niveles séricos de bilirrubina se produce cuando aumenta su
produccion, como es el cagle las anemias hemoliticagjando disminuyéa captacion o
conjugacion hepatica, como sucede en la enfermedad deefBib en el sindrome de
CriglerNajjar, debido a la existencia de colestasis imdraxtrehepatica o por lesion
hepatocelular,que es lo ocurreen las hepatopatias crénicakas elevaciones de los

valores de bilirrubina conjugada son muy especificasslerifermedades hepatobiliares.

Los niveles de bilirrubina pueden ser normales en muchos pacientes con hepatopatia
cronica, incluso en aquellos gupresentan cirrosis compensada, pesiomedida que

progresa la enfermedad se van elevando de forma gradual.

Lahiperbilirrubinemia sérica constituye el sustrato bioquimico de la ictericia de la piel y

mucosas tipicamente observada en los pacientes hepatopatas.

V Fosfatasa alcalin@eC 3.1.3.1; OrtofosfériddonoesterrosfohidrolasgAlcalina
Optimizada} ALP)

La ALRepresenta a una familia de enzimas codificadas por diferentes genes. Las formas
mas abundantes de ALP en plasma estan codificadas por un Gnico gen que se encuentra
en el cromosoma 1 y que produce la isoenzima no especifica de tejido queusmeac

en 1ifion, higado y hueso; estas formas se diferencian en sus cadenas laterales de
carbohidratos. Otros tres genes, situados en el cromosoma 2, codifican la fosfatasa
alcalina placentaria, intestinal y la de células germinales, también denompiackentat

like por su similitud con la placentaria.

En las células, la ALP se encuentra fundamentalmente unida a membranas celulares,
donde parece estar implicada en la escisibn de compuestos que contienen fosfato y
pueden facilitar el movimiento de sustancias a trasédas membranas celulares. La ALP
hepética, producida por los hepatocitos, seceentra unida a Iauperficie canalicular de

los mismosLa vida media de la isoenzima hepatica de la ALP es de tré34bas

Parece haber diferentes mecanismos de liberacion de ALP desde las células, lo que hace
gue existan diferentes formas d&LP en plasma. Con el dafio hepatico la sintesis de ALP

aumenta, pero los aciddsiliares disuelven fragmentoge la membrana canalicular con
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enzimas unidas. Mientras que en suero normal habitualmente se observa una Unica
forma de ALP hepética, cuando ¢eislafio hepatobiliar se pueden observar tanto el

producto normal como la forma igha a membrana unida a lipopminas.

Cuando existe un aumento de la ALP puede establecerse el origen recurriendo a la
separacion electroforética de las isoenzimas. Sin entharg la practicalinicasuele ser

suficiente determinar la GGT para confirmar el origen hepatico.

La elevacion de los niveles de Ahépatia se producemayoritariamente debido a
trastornos que cursan con colestasis; a mayor grado de colestasis magiauesento de

ALP, siendo las colestaslis tipo obstructivo lasresponsables de los mayores aumentos.
Con menor frecuencia se producen elevaciones de la ALP por lesiones hepatocelulares,
como es el caso de la hepatopatia cronica, y siempre aumentos nderagios que los

producidos por procesos colestasi¢@d6)
V Tiempo de prisombina

El higadotiene un papel clave en el proceso de la hemostasia, ya que representa el
organo en el cual se sintetizan la mayoria de los factores de la coagulaciéon asi como sus
inhibidores, ademas dias salediliares, &s cuales son necesas pam la absorcion de
vitamina K. Ademas, el higado elimina de la circulacion los factores de la coagulacion
activados. Por tanto, la enfermedad hepatica crénica se asocia tanto con procesos

hemorragicos como con estados de hipercoagulabilidad.

El higado sintiiza el fibrinbgeno y los factores de coagulacién dependientes de vitamina
K (II, VII, IX y X), asi como los factores V, VIII, XIGldsitamente se ha relacionado la
disminucién de los factores de la coagulacion ogravedad del dafip el prondstio de

enfermedades hepaticas.

En los pacientes coenfermedad hepatocelulasevera se observa una disminucion en la
sintesis y la activacion de los factores de la coagulacion dependientes de vitamina K,
especialmente el factor VICon el mayor avance de émfermedad, los factores XIXfl
también se ven afectado®idemas, los pacientes con enfermedad hepatica colestasica

tienen disminuida la secrecion de sales biliares, necesarias para la absorcién de vitamina
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K. En estos pacientes, a diferencia de aqgsetion enfermedad hepatocelulael TP

puede ser corregido mediante la administracion de vitamina K.

El tiempo de pratombina (TP) se encuentgeneralmentesin alteraciones o ligeramente
prolongado en los estadios tempranos de la enfermedad hepdatétzEdo a la gran
reserva funcional de las proteinas de la coagulacion existente en el h&adanmbargo, a
medidaque avanza la hepatopatita sintesis deficiente de los factores de coagulasén

ve reflejada en el alargamiento del ,TIB cual,en conjunciéncon otras evidencias de
hepatopatia, es un hallazgo importante y una medida de la severidad de la enfermedad.
Este es el motivo de qud €P se utitie en varios modelos prondsticos de la gravedad de

la hepatopatig149)

Existen estudios g& han demostrado una buena correlacion del TR eb grado de
fibrosis hepética determinado mediante biopsta hepatopatias crénicas de diversas
etiologiag(150)

V Lipidos

El higado es el prcipal centro de sintesis del colesterol, las apoliproteinas y todas las
lipoproteinas circulantes excepto los quilomocronés medida que la enfermedad
hepética avanza Ya fibrosisprogresa, aumenta la resistencia al flujo sanguineo en el
sistema venosoportal, afectando de manera negativa en la funcién de sintesis y
metabdlica del higaddPor tanto, no es sorprendente gquen las hepatopatias crénicas
puedaobservarse una reduccion dies niveles séricos de lipidos y lipoproteinasnque

normalmente esb no se hace evidente hasta alcanzar el estadio de cifio%

La apolpoproteina A (ApoA) es el componente proteico principal de la HDL, smrsdo
dosconstituyentesmayoritarios laapolpoproteina A tipo (apoAl)y laapolipoproteina

A tipo 2 apoA2) y comprendiendola apoAl alrededor del 75% del total. La apt/se
sintetiza en higado e intestino y es un activador de la enzima lecitin colesterol
aciltransferasa la cual esterifica el colesterol en el plasnth dafio hepatocelular es
acompafa de una disminucion de Apb, que conlleva por tantana reduccionde los

niveles de la enzima la que activél51)
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La Apd-1 se encuentra appada en la matriz extracelular yivdrsos estudios han
relacionadaosu concentraciomron el grado de fibrosis hepatida que ha llevada que su
determinaciéon esté incluida en algunos indices matematicos que estiman el grado de

fibrosis hepatica que veremos més adela(itb2;153)

Aunque las anormalidades lipidicas son comunes en las enfermedades hepéticas,

raramente son Utiles para el diagnéstico.
V h HMacroglobulina

Lah Hmacrogloblinaes la principal proteina no inmunoglobulina mas grande del plasma,
con un peso molecular de 725000 daltons. Se considera un inhibidor de las proteasas, ya
es capaz de inactivarlas mediante la formacién de enlaces covalentes y complejos con
ellas; su popia conformacion queda alterada de este modo, lo cual aumenta la
eliminacién por ebistema reticulendotelial.Desarrolla por tanto una funcion importante

en el mantenimiento del equilibrio de la protdi§is.El espectro de inhibicion varia muy
ampliamante, incluyendo casi todos los tipos de proteasas portadores de serina, grupos

carboxilo, tiol y metalegl44)

Esta proteinaquese considera un reactante de fase aguds producida localmente por
los hepatocitos y las células estrelladas en los focos fibroticos e inflamathbdiesas su
capacidad dénhibir a las proteasasnplica lainhibicion cel catabolismo de las proteinas
de la matriz extracelularcontribuyendo por tantoa la progresion de la fibrosis en el
higado.Estos datosugieren qudah Hmacroglobulinadesempefa urpapel importante

en el metabolismo de colageno en las enfermedades hepéa(ita3;154)

Diversos estudios han demostrado un aumento de las concentracioned de
macroglobulinaen la fibrosis hepate Esta correlacon positiva que muestra su
concentracioncon el grado de fibrosis, al contrario que ocurre con la mayoria de
proteinas de sintesis hepatica, podria explicarse por las difsefunciones de las
citoqguinas durante la fibrogénesis y la ressta de fase agud&or ejemplg el factor de

crecimiento hepatocitario (HGF) estimula la sintesis hdamacroglobulinay por el

97



Introduccién

contrario dismiruye lade la haptoglobina, otra proteina cuya concentracion se muestra

disminuida en la fibrosis hepati¢ha52;153)
V Haptoglobina

Es una proteina cuya funcion es combinarse con la hemoglobina liberada por la lisis de los
eritrocitos para mantener los depositaie hierro corporal y de proteinas. Migra en la

TN OOAsy huw RSt LIGNB Y St SOGNRT2NBOdI®H2 RS
haptoglobina circulante libre de henoglobina, es de cuatro dias. La®mplejcs
haptoglobinahemoglobina son eliminadode la circulacibn en unos minutos por el

sistema reticuleendotelial, donde la hemoglobina serd degradada.

La haptoglobina se considera un reactante de fase aguda, por lo que sus niveles séricos
aumentan en respuesta al estrés, a la inflamacion o a kcdédn. Tras un episodio
hemolitico, las concentraciones de haptoglobina disminuyen a medida que los complejos

de hemoglobina son eliminados de la circulacién.

Por otro lado,al igual que ocurre con otras proteinda,concentracion de haptoglobina

se vedisminuida en las hepatopatias, cuando la capacidad de sintesis hepética se altera
(144) Se ha constatadona fuerte asociacion negativa de los niveles de haptoglobina y el
grado de fibrosis hepética, de manera independiente a procesos hemoliticos,

hiperesplenismo o insuficiencia hepati@®?2)
b. Directos

Su descubrimiento ha venidanculado directamente a los avances en la comprension de
los mecanismos moleculares implicados en la generacion de la fibrosis hepatica.
fibrosis hepatica progresa cuando se produce un desequilibrio entre la degradacion y la
produccion de la MEC. Los marcadores séricos directos reflejan el metabolismdEE la

y los cambios cualitativos y cuantitativos en sus macromoléculas. Algunos de estos
marcadores reflejan fibragnesis y otros fibrolisis, por o que la combinacion de ambos
permite obtener una vision dinamica del proceso fibrético en el higadoeste gupo de

biomarcadores se incluyeproductos de la sintesi® la degradaciéndel colageno,
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enzimas implicadas en la biosintesis o degradacion de la masiizomaglicoproteinas

de la matriz extracelular, proteoglicanos y glicosaminoglicanos.

Ninguno deds marcadores directos dispibles en la actualidad se ajustampktamente
los criterios ideales. En particular, ninguno es especiliglohigado, y todos se ven
afectadas por los cambios en su aclaramienteetabolismo y excrecién. La vida media en
suerode esta moléculas esorta, por lo quesus concentraciongsrobablemente reflejan

la actvidad del metabolismo de la MEOado quela tasa de reposicidde MEC esta
relacionada tanto con ladeposicion y eliminacion de nueva MEEmo con la
remodelacionde la MEC yastablecid, los niveles séricode los biomarcadores directos
probablemente reflejan tart la actividad del procesoomo el totalde masa de MEC
sujeta a metabolismoEsto es apoyado pal menos tres hechos; en primer lugar, los
niveles deestos marcadores soa menudomas elevadosen condiciones con rapida
progresdn de la fibrosis (por ejemplo en hepatitdcohdlica graveo en las hepatitis
virales mas activasy ademas sus concentracionpseden estar ya elevadas antes de la
deposicion @ MEC.En segundo lugar, los niveles tienden a caer en respuesta al
tratamiento de la enfermedad subyacente,menudo antes de que exista ureduccion
apreciable en la etapa da ffibrosis.Y en tercer lugar.en las hepatopatiasronicas las
elevaciones d algunos de estos biomarcadorss correlacionan de forma independiente
con el grado ddibrosis en lugar de cotas caracteristicas bioquimicasistolégicas de

inflamacion(143)

El hecho de que las concentraciones de algunos de estos biomarcadores correlacionen de
manera muy significativaon el grado de inflamacion histolégica y con los niveles de
transaminasasrefleja la importancia que tienen los procesos inflamatorios y necréticos

del higado en la regulacion positiva de la fibrogénesis.

Los biomarcadores directos de fibrosis hep#t pueden sersubdivididos en &s grupos:
los que reflejan la deposicién de MEC, aquellos que informan de la eliminacion de MEC y
un tercer grupo en el que estarian aquellos en los queesta clara la relacion cota
deposiciono eliminacion de MECENn latabla 2 que aparece a continuaciépuede

observarsda clasificacion de los principales biomarcadatiesctos Ademas en lafigura
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20 se ilustra el procesale sintesis de los biomarcadores directos en el contexto del

proceso de ldibrogénesis hepatica

Specimen Method
Serum  Urine Liver biopsy
Extracellular matrix-related enzymes
Enzyme
Prolyl hydroxylase + - + Radioenzymatic, RIA
Monoamine-oxidase + - (+) Enzymatic
Lysyl oxidase + - + RIA
Lysyl hydroxylase + - - RIA
Galactosylhydroxylysyl-glucosyltransferase + - + RIA
Collagen peptidase + - + Enzymatic
N-Acetyl-f-D-glucosaminidase + + + Enzymatic
Collagen fragments and split products
Type of collagen
Type [ -procollagen
N-terminal propeptide (PINP) - ELISA
C-terminal propeptide (PICF) + - RIA
Type Il-Procollagen
Intact Procollagen + - - RIA
N-terminal propeptide (PIINP)
Complete propeptide (Col 1-3) + - - RIA
Globular domain of Propeptide (Col-1) - - RIA
Type IV-Collagen
NCl-fragment (C-terminal)
crosslinking domain (PIVP) + = ELISA, RIA
75 domain ("7S Collagen") + = RIA
Type VI-Collagen + + RIA
Glycoproteins and matrix-metalloproteinase (inhibitors)
Marker
Laminin, P1-fragment + = = RIA, EIA
Undulin + - - EIA
Vitronectin + - - EIA
Tenascin + - - ELISA
YKL-40 + - + RIA/ELISA
(pro)matrix metalloproteinase (MMP-2) + - - ELISA
Tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP-1, TIMP-2) + = = ELISA
sICAM-1 (soluble intercellular adhesion molecule, sCD54)
sVCAM-1 (soluble vascular cell adhesion molecule, sCD106) + = = ELISA
Glycosaminoglycans
Marker
Hyaluronic acid (Hyaluronan) + - - Radicligand assay ELISA
Molecular mediators
Marker
Transforming growth factor p (TGF-p) - + ELISA
Connective tissue growth factor (CTGF/CCN2) ? + ELISA

Tabla 2: Clasificacion de los biomarcadores directos de fibrosis hepética, asi como el tipo de
muestra donde se determinan habitualmente y el método de medida. Toma@resner y cols
(11).
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Biomarkers of Biomarkers of Biomarkers of Biomarkers of fibrosis
liver cell injury inflammation fibrogenesis and ECM-tumover
ALT, AST, GLDH, CRP, caM, Fibrogenic cytokines, CTGF, Hyaluronan, PIIINP,
YGT, LDHS ... haptoglobin, circulating fibrocytes, CSF, MMPs, TIMPs, laminin
chemokines chemokines
W B W W B B B N
HBV, HCV
infections
Parasites Autoimmune
\ attack
Alcohol
ASH \ IGF-1 PDGF ET-1 ROS
Collagen 1

Crypto- Liver cell injury Activation of HSC Bxpanslon of /_/—: Elastin 1

genic T
& —
MYOﬁbroblasts\ Glycoproteins 1
). Proteoglycans 1

Hyaluronan 1

Drugs —~
toxins

Hepatic stellate
cells (HSC)

Primary
liver cell
carcinoma
(PHC)

.

Biomarkers
of PHC
as-fetoprotein
PIVKA 11

Figura 20 Secuencia patogénica de la activacion fibrogénica de las HSC a miofibroblastos que
conduce a la fibrosis, cirrosis i &ltimo estadio al carcinoma hepatocelular primario. En este
contexto se observa la sintesis de los principales biomarcadores de fibrosis hepatica en funcién
del estadio de la enfermedad, incluidos los biomarcadores directos. ASH: esteatohepatitis
alcoholca; ETL: endotelinal; IGF: factor de crecimiento similar a la insulina; NAFLD: enfermedad
de higado graso no alcohdlico; NASH: esteatohepatitis no alcohélica; PDGF: factor de crecimiento
RSNAGIFR2 RS LX I1jdzSGFaT wh{ Y achadeldd€imisnio NBEI O A
0 NI y & F 2;RIWKAY (Gnfagonista Il de la proteina inducida por la ausencia de vitamina K)
Tomada deéGressner y co(d.1).

A continuaciérse describen los biomarcadores directos mas relevantes:
V Acido Hialurénico

Elacido hialurénico (HA) as glcosaminoglicanae alto peso nelecular, no sulfado y
de cadena lineal. Estdpresene en los espacios extracelulares, pericelulares e
intracelulaes. Es un polimero lineal formado por la repeticion de unidadeadelo D

glucurénico (1 -3) N-acetitD-glucosamina (4 -4)], (figura 21). El nimero delisacaridos
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presentes en cada molécula es 2EB000, lo que hace que cada molécula de HA pueda

alcanzar un peso molecular d&'-10’ daltons(155;156)

Glucuronic Acid (1—3) N-Acetyl-D-Glucosamine

Figura 21 Estructura de una molécula de HA. Tal como puede observarse existe un enlace
glicosidico entre las moléculas de Acido glucuréniceagdtilglucosaminalomada deRostami y
cols(155)

El HAes uncomponente importantedel tejido conetivo, por lo que esta presente en el
corddon umbilical, eliquido sinovial, la piel yldaumor vitreo. Ademas, el HA existe en
diferentes partes del cuerpo, y en diferentes formas, tamafosogcentraciones:
libremente en el sistema linfaticogn el torrentesanguireo, enla MEGy también umdo a
receptores especificos en superficies de las céldpsoximadamente la mitad del HA
estd presente en la piel, y una cuarta pade el esqueled, las articulaciones y los
ligamentos.El resto se distribuye entre otragganos, comanusculo, pulmoéngcerebro,
higado, y rinor{155)

El HA posee una serie de peculiaridades qlae diferencian del resto de
glicosaminoglucanosEstas diferencias incluyen la presend& grupo sulfato cadenas
moleculares de tamafio corfoasi comola ruta de su biosintesis. La may@ de los
glicosaminoglicanose sintetizanen el reticulo endoplasmético y aparato de Gokin
embargo eHA se sintetiza por enzas especiales, las acido hialuronico sintetasas, que se
encuentranen las superficies interiores de las membrapEsmatcas de algunotejidos,
tales como las células de revestimiento sinovilsoHSC. Las moléculas resultantes pasan
a través de la membrana plasmatica y en Ultima instasoia secretadas atspacio

extracelular(155)
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El higado es gbrincipal tejido responsable de la sintesis y la eliminaciérda forma
circulante de esta macromoléculag sintetiza principalmente por $acélulas estrelladas
hepaticasy sirve como componente integral de la MB(&s degradado por lasélulas
endoteliales sinusoidales. La degradacion de HA se producealmente en
aproximadamente ur20-30%de sutotalidad, y el sistema linfatico drena el resta vida
media de HA varia entre los 6rganos, asi cemoe los diferentes subtipo2-5 minutos

en la sangres1 dia en la pigl 2-3 semanas en los cartilag<$5)

Entre los diversos 6rganosig participanen la degradaciénel HA, el higado es uno de
los mas impdantes. Comose menciond anteriormente, las célulasdeteliales
sinusoidales son las principales responsables de su metabolismo hefi&ttes. células
también contribuyen a la rapidaliminaciondel HA del torrente sanguinedunque la
principal via de eliminacion es epética, también se elimina HAtravés del rifiory el

baza

La concentracion sérica de HA depende principalmente de los cambidslogcosque
acompafana la capilarizacién susoidal hepatica ema evolucion de las enfermedades
hepéticascronicas a cirrosi€l56) Es por ello, que aunque sus concentraciones aumentan

a medida que la fibrosis progresa, los mayores niveles se observan en los pacientes

cirréticos

En cuanto a la aplicacion clinica de la deteanion de los niveles de HA en la
hepatopatia cronica existen controversias entre los diversos articulos publicados, asi
como entre los diversos tipos de hepatopatiks. referencia a la hepatopatia por VHC,
aunque con diferencias en los puntos de corteord@dos, los estudios catuyen de

forma general que lgrincipal ventaja del HA reside en su capacidad para descar
fibrosis severa o cirrosigues presenta elevadovalores predictivos negativolliveles
inferiores a 60 g/mL permiten descartar cirrosi hepética con valor predictivo del 99%
(157;158) Por otro lado, en cuanto a la EHGNA, diversos estudios sugieren que el HA es
buen predictor de fibrosis, mostrando una buena correlacion en comparacién con otros

marcadores (155)
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V Péptido amionterminal del Procolageno tipo Il

El colageno, componeatprincipal en el desarrollo de la fibrosispatica,es producido y
secretado en una forma precursodenominadaprocoldgeno, queconsta de grandes
dominios adicionales conocidos conpwopéptidos @l procolageno Una vez que el
procolagenose secreta, mednte unaescision enzimaticae liberan lospropéptidos
amino y carboxi terminales del procolageno, transformandose asi el procolageno en
colageno(figura 22). Asi, la cantlad de propéptidoses proporcional da cantidad de
colageno formadoy pueden caficarse como indices de la sintesis de colag&wo.otro

lado, las moléculas de colageno formadie esta manera se ensamblan para foriaar

fibrasde colageno.

m%aw&wﬁ%

_  M-Propéptida Tripla hélice

_N-Telopdptido C-Telopdpside

Figura 22Puede observarse de forma esquemaética la relacién estructural entre el procolageno,
colageno y los propéptidos amino y carboxiterminales. Tomadavwde.infobioquimica.com.

Por tanto, elpropéptido amineterminal del procolagendipo Il (PIIINB es el producto
que se libera durante la conversi@el procolageno tipo Il en colageripo Ill. Esta
molécula, que tiene un peso molecular de 42 kilodalt@ssun componente importante
del tejido conectivoque apareceen suero durante los procesos de deposicion y
remodelacion de la MEQ43)

Segun han demostrado diversos estudites concentracion relativade PIIINPen la
membrana basal es maydurante la fibrogénesis hepéaticagguida por un aumento de
sus niveles en suer@or lo quesu concentracdn muestra correlacion comel proceso de

generacion de la fibrosis hepaticRor ello, el PlIIINPse ha postulado como ubuen
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predictor de fibrosis, aunquein embargo, su capacidgobra diferenciarlas etapas
iniciales de la fibrosis de la cirrosis hepaticagparser menor que la del HEsto podria
ser debido a que @PllINPrefleja mejor el proceso de fibrogénesis y la inflamacion que la

fibrosis ya establecida, al contrario de lo que ocurre con d[198)

Por otro ladg es conocido que en el higado humano sano el colagend y el tipo 1l
son los mas abundantesy que la composicién del tejido fibréticchepatico varia
dependiendo de lanadurez en que se encuentre. El tejido fibrético inmadoonsise
predominantemente en colagentipo Ill, mientrasque el tejido fibrético madw tiene
una relacién de colageno tipo Ill:I menor, pues predomina el tifick1) Esto también
estaria en relacion con el hecho de que los pacientes que preseltéanconcentraciones

de PllINRestén involucrados en un proceso activo de fibrogénesis hepética.

También se ha observadme en paentes con VHC tratados con interferon, que tiene un
efecto antifibrético, los niveles dBIlIINPdisminuyen lo que enfatiza su relaciéon con el

proceso de generacion de fibrosis hepat(t&9)

Es importante tener en cuentque el PIIINP, al igual que ocurre con la mayoria de los
marcadores de fibrosis hepéticmo es un bdmarcador especific de higado. Son
conocidas sus elevacionesn la filbosis pulmonar, la acromegali’enfermedades

reumaticas y la pancreatitis croni().
V Inhibidor Tisular de la Metaloproteasa tipo 1

Las metaloproteasas de la mat(i@MPs)y sus inhibidore{TIMPS) son un grupo de

proteinas involucradas en la degradacién de la MEC.

LasMMPs son enzimas que sgroducen ntracelularmente y soisecretalas enforma de
proenzimas, querequieren un proceso deescision por mecanismosedla superficie
celular para tenerctividad funcionalEstas enzimaparticipan de manera directa en la
eliminacién de la MEC, pue®rs las principalesencargadas de la degradacion del
colageno. Por otro lado,al accion de MM® se contrarresta con la accién de sus

inhibidores tsulares, la TIMPs.
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La accion de las MMPs y las TIMPs es muy importante para el metabolismo de la MEC, ya
que no solo conlleva su degradacion, si no que periaiieposicion denueva matrizSin
embargo, la relacion es compleja y ademasedta funcion, desarrollan otras multiples
actividades, que incluyen la activacion de factorecieimientg accion efectoraadbre

la proliferacion celularasi como la inhibicidn de procesos a@ptosis. Asi, la asociacion

entre sus concentraciongsla fibrosis hepética no esté totalmente establec{id3)

La hipotesis principal es qua fibrogénesis hepatica se asocia comntarrupcion de la
degradacion de IMEC mediada por las células estrelladas hepaticas. En cultivos in vitro
con HSC se ha observado una reducciéon de los niveles de MMPs, mientrasrgle po
contrario Bs concentraciones de TIMPs aumentan, lo que promueve la acumulacién de
MEC. Estoescorresponde a los hallazgos en higados cirréticos humagmosos que se ha
demostrado el aumento de expresion de TIMPSi aumentan los niveles de TIMPs,
disminuiran los de las proteinas a las que inhibenMiHs; dado que, tal como ya se ha
comentado, estas enzimas son lasncargadas de regulaa leliminaciénde colageno, esto

contribuira a la acumulacion de coldgeno en el contexto @gldo fibrético(143)

Por lo tanto, parece que el desequilibrentre MMPs y TIMB afecta a la tasa de
progresion de la fibrosis, y su estimacigm correlacionaon el estadio de fibrosis. Los
resultados de los estudios de estasarcadores, sin embargo hasido variable en

funcién de la MMP y/o TIMP evaluada.

Una de las TIMPs mas ampliamente estudiadas ha sido la tiparibs \éstudios han
reportadosu correladn con el grado débrosis hepéaticademostrando su utilidad como
biomarcador en este camp@d60;161). TambiénBoeker y colsemostraronla capacidad

de TIMP-1 para la idenficacion de pacientes cagtapastempranasde fibrosis(162)
V Factorde crecimiento transformador beta (T-Gff

Las citoquinas mediadoras en el proceso de fibrogénesfgtita también se han

evaluado como hiomarcadores un nimero limitado de estudios con resultados mixtos.

Una de las citoquinas mas estudiadas es el-TG#H estimulo dominante para la

produccidn de la matriz extracelulaoor las célulagstrelladas hepaticag&s una citoguna
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pleiotrépica implicada en la regulacioy diferenciacion del crecimiento tisular,
produccion de MEC y da respueta inmune. Se han identificado trasoformas( 1,i 2y

i 3), pero solo la 1 ha sido vinculada la fibrogénesis hepatic

Claramenteel TGE 2dzS 3 pdngipallel hitéso de generacion de fibrosis
hepaticg ya quesu activacion induce la transformacion de las HS@iefibroblastos,
estimulala sintess de MEC y regula a la baja su degradacydopuede promover la
destruccién de loshepatocitos por la induccion dapoptosis.Todo esto explica que
actualmenteel TGH a4 Sl St S2S LINAYOALIf RSte@dpadl &2 a

antifibroticas(6).

Diversos estudioban encontradauna correlacion significativa de lasncentaciones de
TGH con la gravedadie la enfermedad hepatica y lsugirieron por tanto como un

biomarcador no invasivoptimo de la fibrosig163;164)

Sin embargotambién se ha observado urarrelacion significativa con &ctividad ddas
transaminasas, y ademas se ha demostrado que cantidades impestade TGF
localizadas en los hepatocitos se liberan cuando existm@abilizacion de los mismol®
que indicaria que efGF también podria comportarseomo un marcador de necrosis en

lugar de fibrogénesi®).

V YKE4O0

YKE40 (ChondreX es una glicoproteina perteneciente a la familia de las quitinasas,
concretamentea las 18-glicosilhidrolasasLa proteina se ha denominado YA a partir
de su peso molecular (40lddaltons) y el cédigo de una letra para sus tres aminoacidos

N-terminales (tirosina, lisina y leucin@)65)

Esta proteina e producepor una anplia variedad de células, dluyendo condrocitos,
células sinoviaks, macrofagos activadosneutrofilos, y en particular potas células
situadas entejidos ®n aumento de la remodelaciodégradacion oinflamacion de la

matrizextracelular tales como lasélulas estrelladas hepéaticas.
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Aunquela funcion fisioldgica de YHD no se conoceon exactitud se sabajue es factor

de crecimiento para fibroblastos, condrocitos glutas sinovialesy que actla como
guimioatrayente para las células endoteliales aidares Ademas es capaz deodular la
morfologia de las células endoteliales mediante la promocién de la formacion de tabulos

ramificados)o que indica qugodriatener un papel en la angiogéne$is)

Estudios hemodindmicdsan demostrad que YKH4O0 se libera el &reahepatoesplénica

y estudios inmunohistoquimicos énopsias hepaticashan mostrado tincion positiva para
YKE40 enareas con fibrosis, particularmente en areas con fibrogénésismas se cree
esta proteina también podriaes secretada directamente poas HSCya que en ellas se

ha encontradcARN mensajero d¢KE40 (166)

Diversos estudios han demostrado la elevaaiénYKE40 en pacientes co enfermedad
hepética cronicaasicomo una correlacion significativa con el grado de fibrosis, por lo que
se ha propuesto como biomarcador de fibroste ha reportado unaessibilidad y
especificidad cercanas al 808 pacientes con VHC. Ademas se ha observadoague |
concentraciones séas @ esta proteina correlacionan con otros productos de la MEC

secretados por las HSC vy fibroblastos, como el PIHINY THARL (165;166)
V Laminina

La lamininafue identificada por primera vez en 1979 en fibrosarcoma murinolLa
molécula es un gran complejo, dproximadamente 850 kilodaltons, conformagbmr
tres cadenas polipeptidicas denominadaism ~  i1pentrélazadas mediante puentes

disulfuroformando una estructura asimétrica en forma de cruz caracteriffigara 23).

Es una de las principales glicoproteinas de la membrana basal y participa en una serie de
fendmenos biolégicos tales coma ldhesion, migracion, diferenciacion celular y el
crecimiento, la respuesta inflamatoria y el niamimiento del citoesqueleto mediantsu

unidn a varios componentes de la matriz
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Figura 23Estructura de la laminina. Tomada www.epidemiologiamolecular.com

Existen eceptores deunion para lalaminina en la superficie de una amplia game
células, tales como plaquetas, células musculares, neutréfilos, células endoteliales y
hepatocitos. Ademas se ha demostrado la existencla una clase de receptores
transmembrana parda laminina conocide como integrinas, que estan impdidos en
mecanismos de comunicaciooélulaceélula, célulamatriz e incluso deadhesion célula
patégeno.Se han descrito rpteinas de union a lamininan agentes patdgenos tales
como Staphylococcus aureug&scherichia cgliHelicobacter pyloriy Candida albicans
(167)

En el higado normala laminina se encuentra alrededor de los vasos y conductos biliares,
donde seidentifican las membranas basales. En este Orgémglicoproteina también
esta implicada eractividades itracelularestales como la diferenciacion normee los
conductos biliares, la expresion génical AARN mensajero déa albumina en los
hepatocitos 0 la regeneracion con la organizéei lobular normal después de una
hepatectomia parcial. La lamigines sintetizada por los hepatocitos y las células

sinusoidalesprincipalmente por lasélulas estrelladasepaticas.

Con el desarrollo de la cirrosis héjpa, se produce la deposicion damininay colageno,
tanto a lo largo de las fibras de fibrosis septal y sinusoides subendotel@ies en el
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espacio de Diss&n este ultimo siti@stova a determinata formacionde una verdadera
membrana basal a laigo de los sinusoide®&némenoO 2 y 2 O A R @pldbiZadich def
SaLl OA2 RS 5 A adefasdel authéhto AdilddoducdioRd Iamihina en el
higadq se produce una disminucién de su degradacion por parte decdéhslas

endoteliales

Debido aesta relacion entre la deposicidisular delaminina yla fibrosis avanzada, los
niveles séricos de laminina se han utilizado por varios autores como un parametro no
invasivo para evaluar la fibrosis hepética en pacientesdistintos tipos de hepatopati
(167)

c. Indicesderivados de algoritmosatematicos

Con el objetivade mejorar la precisiémespedo al uso de biomarcadores aislades la
identificacion de los distintos grados de fibrosis hepética, especialmente la fibrosis
significativa y la cirrosis por su trascendencia clinica, se han disafiatiples indices

que combinan marcadores serologscdirectos e indirectos.

Estos indices o algoritmos matematicos han resultado de diversos estudios clinicos, que
utilizando modelos estadisticosomo regresion logistica multiple, han seleccionado los
pardmetros que mejores resultados ofrecian para leedeon y clasificacion de la fibrosis
hepética.En latabla 3 que aparece a continuacién pueden observarse los principales

indices matematicos disponibles en la actualidad.
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Index Parameters Chronic liver disease Sensitivity (%) Specificity (¥]
PCAA-index Prothrombin time, yGT, apolipoprotein AT, oc2-macroglobulin Alcohol 7 89
Bonacini-index ALT/AST-ratio, INR, platelet count HCV 46 08
Sheth-index AST/ALT ( De Ritis) HOV 5 100
Park-index HCV q 96
PCA-index Prothrombin time, cGT, apolipoprotein Al Mixed 9 i1
Fortunato-score Fibronectin, prothrombin time, PCHE, ALT, Mn-50D, f+-NAG HOV 94
Fibmtest (fibro-score) Haptoglobin, c2-macroglabulin, apolipoprotein A1, 4GT, bilirubin HCV, HBV 75 85
Pohl-score AST/ALT-ratio, platelet count HOV 41 9
Actitest Fibrotest + ALT HCV

Forns-index Age, platelet count, 4GT, chalesterol HCV 9% 51
Wat-index (APRI) AST, platelet count HOV 8 7
ELF-score PIINF, hyaluronan, TIMP-1 Mixed 0 1
Patel-index (FibroSpect) Hyaluronan, TIMP-1, ac2-macroglobulin HOV mn 7
Sud-index (fibrosis probabilityindex, FPI)  Age, AST, cholesterol, insulin resistance (HOMA), past alcohol infake HOV 96 4
Leroy-score PHINP, MMP-1 HOV 60 92
Fibrometer test Platelet count, prothrombin index, AST, a2-macroglobulin, hyaluronan, urea, age  Mixed i1 B4
Hepascore Bilirubin, cGT, hyaluronan, a2-macroglobulin, age, gender HOV 63 89
Testa-index Platelet count/spleen diameter-fatio HOV 78 ]
AB4 Platelet count, AST, ALT, age HCVHN 0 I
Fibrolndex Plateler count, AST, y-globulin HCV 3B a7

Abbreviations: GGT, c-glutamylransferase; PINP, N-terminal propepeide of type Il-procollagen; TIMP, tissue inhibitors of mefallopmtei nases; MMP, matrix metalloproteinases; -NAG,
N-acety--glucosaminidase; AST, aspartate-aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; INR, international normalized ratio.

Tabla 3: Se ilustran los principales algoritmos matematicos para la detecdibnodés hepética,
asi como el tipo de enfermedad hepatica, y la sensibilidad y especificidad obtenida en el estudio
en el que se desarrollaron. Tomada@essner y cold66)

A continuacién se describenedmanera mas detallada varios de lakoritmos mas

utilizados

V APRI

El APRIAST to platelet ratio index; indide&STplaquetas fue desarrolladeen el afio 2003
por Wai y cols (168) en un estudio edizado en pacientes con VHC. pablacién de
estudio se compusoed 192 pacientes, asi como una poblacién adicionabtiles 78
pacientes para la validacién daligoritmo. Todos los pacientes eran naive y se utilizd la

biopsia hepatica como estandar de referencia.

Ademas de variables clinicas y demografiasyariablesde laboratorio incluidas en el
estudio fueron las siguientes: carga viral y genotipo, recuet¢ leucocitos y de
plaquetas,razon internacional normalizad@\R), bilirrubina, albimina, ALT, AST y ALP.

Mediante la realiacion de un analiste regresion logisticdetectaron aquellasariables
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gue se asociaban con la presencia de fibrosis sigtifec y cirrosis, yposteriormente
desarrollaron la férmula del algoritmo que se observa en fgura 24, a la que

denominaron APRI.

AST level (/ULN)
Platelet counts (10°/L)

Figura 24 Formula matematica del indice APRI. Ulpper limit normal,ilmite superior de
normalidad

APRI = X 100

El valor diagné#to del algoritmo de comprobd mediante la elaboracion de curvas ROC
(receiver operation characteristicskl APRI fue preciso en faedicciéon de fibrosis
significativay cirross, con areas bajo la cur{AUC)de 0,80 y0,89 en la poblacién de
estudig y 0,88 y 0,94 en lgoblacion devalidacid respectivamente.Utilizando los
puntos decorte optimizadosse identificabdibrosis significativa con exactitud en el 51%
de los pacientes y cirrosis en el 81@6n estos resultados concluyeron que el algoritmo
permitiaidentificar a los pacientes con VHGn fibrosis significativa y cirrosis con un alto

grado de precision

El algoritmo APRI posteriormente ha sido valorado en multitud de estudios y en otros
tipos de hepatopatias, incluida la EHGRN&9;170) Aunque los resultados son muy
variables, especialmente en lo que se refiere a la deteccion de fibrosis significativa, el
APRI s unindiceampliamente utilizado, principalmente por su sencilfedisponibilidad,

dado que incluy@ruebas de laboratoriéécilmente disponibles.

V Forns

Estealgoritmo fue disefiadgara discriminar entre pacientes con y sin fibrosis hepatica
signifcativa, en un estudio clinico con unalworte de 476 pacientesaive (un grupo de
estimacion con 351 pacientes y un grupo de validac@ml125 pacientes) con hepatitis

cronicaCque se sometieron hiopsia hepaticg171)

El analisigle regresiormultivariante identificé la edad,la GGT el colesterol, el recuento

de plaguetas y tiempo de protrombina como predictoiadependientes de la fibrosis,
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por lo que se utilizaron estas variables para desarrollar un mogelm sistema de
puntuaciénque demosto ser Util para identificar a los pacientes sin fibrosis hepética

importante. El algoritmo matematico consiste en la siguiente férmula:

Indice Forns = ~7,811-3,1311n [ Plaquetas (10°/L)|+[0, 81 nGGT (UT/L)]+
3,467 1n Edad (aftos)| - (0,014 Colesteral (mg/dL)]

EIAUCfue de 0,86 erel grupo de estimacion y 0,81 exl grupo de validaciortilizando
el puntode cortedptimo (menorde 4,2), la presencia défosis significativgpodria ser
excluida con alta precision (valor pretivo negativo de 96%) en el 36% de pasientes.
Del misno modo, podria ser excluadcon la misma seguridad en el 39% deplasientes
del grupo de validaciérRor tanto el indice de Forqsedice con precision la ausencia de

fibrosis significativa en mas de un tercio de lasipntes con VHC.

Al igual que ocug con el algoritmo APRI, este indice ha sido ampliamente analizado en
diversos tipos de hepatopatias, con resultados dispares en funcion del egtadid 73)
La accesibilidad de los biomarcadores que lo componen hace que pueda utilizarse

facilmente en la préactica clinica diaria.

V Fibrotest

Este algatmo fue descrito en un estudio clini¢tansversallevado a cabo en pacientes

con VHC utilizando la biopsia hepatica como estandar de referéts?y El estudio se

realizé en una poblacién de andlisis formada por 205 pacientes, y posteriormente se
valido en otra poblacién de 134 pacientekas caracteristicas de los pacientes, asi como

los marcadores bioquimicos no mostraron diferencias entre las dos poblaciones de
pacientes. En el estudio fueron incluido®2 y OS 06 A 2 Y I Nidtrayphulha Y h
haptoglobina, AST, ALT, GGT, bilirrubina total, albfrmiX-glcbuwlina,i -3t 20 dA Ay | X
globulina,apcA-1. En la poblacion de validacion también se estudiaron la interleuquina

10, TGPF , HGFapaoA-2 yapolipoproteinaB.

Después de realizar ahalisis estadistico adecuado disefiaron el indice matemético, que
incluia los biomarcadores que ofrecian mejores resultadoshaptoglobina h2-

macroglobulina, ap&1, GGy bilirrubina total ajustadopor edad y sexden el articud la
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formula matematicade calculodel algoritmo no se proporciona, pudgne una patente
mundial (Patente de EE.UBplicacion N° de Serie 09 / 687.459ero sin embargasi
aparece reflejada en un libreobre el manejo practico de las hepatitis cronidasorigen
viral (174)y en un articulo que evalGa su validez en una cohorte de pacientes con

hepatopatia por VHBL75) La formula del algoritmo es pues la siguiente:

Fibrotest = 4,467 log (a2M acroglobulina) — 1,357 log( Haptoglobina)
+ 1,017 log (GGT) + 0,281 Edad+ 1,737 log(Bilirrubina) — 1,184 ApoAl
+ 0,301 (Sexo) — 5,054

[ a4 dzy ARI RSa ¥ dzS-mM&bglobulina endgh, Shdpto§lobinaSea W/L, G@AT
en U/L, edad en afios, bilirrubina en pumol/l, apdAen g/l, sexo masculino=1 y sexo

femenino=0.

LasAUCpara el diagnostico de fibrasisignificativa correspondienta la poblacién de
estudio y a la de validacién fueron 0,82 y 0,85 respectivaméstibzandolos punbs de

corte optimizados obtuvierorelevados valores predictivos positivos y negativos, que
permiten confirmar o descartar con seguridad la presencia o ausencia de fibrosis

significativa.

Al igual que ocurre con la mayoria de los algoritmos parestenacion del grado de
fibrosis hepatica, el Fibrotest ha sido evaluado en diferentes tipos de hepatopatias

cronicasobteniendo de manera general buenos resulta@bs3;175177)

V Fibrometer

Este algoritmo fue desarrollado partir de un estudio clinico cuyo objetivo era encontrar
nuevos marcadores bioquimicos que permitiesen la evaluacion de diésrent
caracteristicas de la fibrosis hepatica, teniendo en cuenta el tipo de hepatopatia
(alcohalicao por virus C 0 BEn el estudio se incluyeron biomarcadoredividualesasi
como algoritmos matematicos ya descritos en otros estudios clinmso estamar de

referenciase utilizo la biopsia hepatica78)
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El estdio se realiz&n dos pasos)n primer paso de exploraciotelado a cabo coB883
pacientes con hepatitis virgB y C) y 9%acientescon hepatopatia alcohdlicay un

segundo paso de validacion en una poblaciéon formada por 120 pacientes con VHC.

El algoritmo Fibrometer sedisef® parala deteccion de fibrosis siditativa enlos
pacientes con hepatopatia cronica de origen vinadiante regresion logistica e incluyo
siete parametros (laquetas, tiempo d@rotrombina,ASt 22-nfacroglobulina, HA, urea, y
edad. La formula matematica fue la siguiente:

Fibrometer = —0,007 Plaguetas (g/L)—0,049 TP (%)+ 0,012 AST (UI/L)

+0, 005 a2 M acroglobulina (mg/dL)+0,021 HA (ug/L)—0,270 Urea (mmol/L)
+ 0,027 Edad (anos) + 3, 718

H AUCpara la deteccion ddibrosis significativa estadios FF4 de la clasifacion
Metavir) fue 0,883en la etapa exploratoria y 0,892 ¢a etapa de validaciéien el analisis
de regresion logistica que evalud el Fibromgterto con los algoritmos APRI, Forns y
Fibrotest, Unicamente el Fibrometer predijo de forma independiemtedéteccién de

fibrosis significativa.

Por otra lado, en los pacientes conpagopatia alcohdlica, elgoritmodisefiadopara la

deteccién de fibrosis significativae el siguiente

Fibrometer = —0,169 TP (%) + 0,015 a2Macroglobulina (mg/dL) +
0,032 HA(pg/L) — 0,040 Edad (anos) + 16,541

H AUC obtenida con este algoritmo en los pacientes alcohdlieo8,962

En latabla 4 que aparece a continuacion se muestran los valores de sensibilidad y
especificidad obtenidos con los correspondientes algoritmos en ambos tipos de

pacientes.
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Positive Negative Diagnostic
Sensitivity Specificity Predictive Value Predictive Value Accuracy

Vins 805 (74.4-86.6) 84,1 (77.9-903) 863 (808-9L7) T16(708-845) 82.1 (71.7-865)
lcohal 01.8(849-98.7) 926 (82.7-100) 96.6(91.9-100) 833 (70.0-96.7) 9.0 (864-977)

NOTE. All values are expressed as % (95% CI).

Tabla 4: Valores de sensibilidad y especificidad, asi como valores predictivos positivos y negativos
obtenidos con el Fibrometer en pacientes con &is virales y coon hepatopatia alcohdlica.
Tomadode Calesy cols(178)

Este estudiantroduce ademas de formaovedosa dos algoritmos (para hepatopatia viral
y alcohdlica) para el célculo del area de ddis que permiten obtener una medida
cuantitativa de la cantidad fibrosis hepatica, siendo esto independiente del estadio

histoldgico.

En base a los resultadobtenidos los autores concluyerapue el indiceFibrometer tiene
una alta precision diagndsticeara ladeteccion defibrosis clinicamente significativa
Posteriormente el Filmmeter ha sido evaluado en diversestudios clinicos incluyendo

distintos tipos de hepatopatigd79;180)

V Hepascore

El algoritmo Hepascorpara la prediccion de fibrosis hepatica se expuso en un estudio
clinico que buscaba desarrollar un indice matematico basado en la comhindeid
marcadoresséricos que permitiese detectazon precision y fiabilidad el estadide

fibrosis hepatica en pacientes con hepatiti€l81)

Para ello evaluaron diez biomarcadotes$-racroglobulinaHA TIMR1, MMR2, apdA-1,
haptoglobina,bilirrubina, GGT, ALY albiming en 117 pacientes con VHC no tratados
contra la enfermedad a los que se realiz0 una biopsia hepatica. Medragtesion
logistica multiplecreaion un modelo prélictivo para ladeteccion fibrosis significativa,

fibrosisavanzada y cirrosi&l algoritmdue validado erotra poblacion del04 pacientes

En indice HEpascore incluyd loparametrosbilirrubina, GGT, HA 2-macroglobulina,

edad y sexaombinados mediam la siguiente férmula:
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Hepascore =
(1+y)

Siendo

y=e¢

b= —4,185818—(0,0249 Edad)+(0, 7464 Sexo)+(1,0039 a2Macroglobulina)+
(0,0302 HA) + (0,0691 Bilirrubina) - (0,0012 GGT)

Las unidades fueron las siguientes: edad en afios, sexo masculino=1, sexo fefhenino=

h- Hmacroglobulina en g/L, HAng/L, bilirrubinaen mol/Ly GGT en IJL.

Las AUCorrespondientes al diagnéstico de fibrosis significatiiarosis avanzada y
cirrosisfueron 0,85, 0,96y 0,94 respectivamenteéEn la poblacion inicial de estudiana
puntuacion ¥0,5 permitia la deteccion con u®2% de especificidady un 67%de
sensibilidad de fibrosis significativaa puntuacion <0,permitia la exclusiéoon un 8%
de especificidad y un 956de sensibilidad de fibrosiavanzaday puntuaciones <0,84

exduiancon un84% de especificidadun 71%de sensibilidada presencia deirrosis.

En la poblacion de vidhcion las AU@ara la deeccion de fibrosis significativéibrosis
avanzada y aiosis fueron 0,82, 0,90 y 0,8@spectivamente. Una puntuaciénp,5
permitia la deteccién de fibrosis significativa con unas@ldad y especificidad déB%
y 8% respectivamentanientras qie una puntuaciork0,5 pemitian predecir la ausencia

de fibrosis avanzada con 0d% de especificidadun 88% de sensibilidad

Basandose en los resultados anteriotes autores concluyeron que &ldiceHepascore
proporciona informacion clinicamente util caespecto a los diferentes estadi de
fibrosis en pacientes con hepatitis & igual que ocurre con la mayoria de lagpatmos,
el Hepascore también ha sido evaluado posteriormente en multiples estudios con

diversos tipos de hepatopati€$82184)
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V FibraQ

Este algoritmo se propuso comm nuevo indice no invasivo para predelarfibrosis
hepaticaen hepatopatia cronicde origen viralHsiehy cols publicaron en 2009185)el
estudio en el que se desarrokste indice, al que denamaronFibroQ (fibrecociente), y

cuya precision diagnéstica compararon con otros algoritmos descritos con anterioridad.

Esteestudio de cohorte retrospectiviacluy6140 pacientegon hepatitis viral crénicgor
virus B y Qque se habian sometida unabiopsia hepatica peutanea previamente a
comenzar etratamiento antiviral. Se registraroro$ datos clinicos, indhlo el sexo ya
edad, y se determinaron los niveles d&ST, ALTrecuento de plaqueds, tiempo de
protrombina e INR Para la gradacién hidtaica de la biopsia hepatica de utilizo el

sistemaMetavir. Por otro lado calcularon el irc#i APRI y el ratio AST/ALT

Utilizando los pardmetros que mostraban una correlacion mas significativa con la
clasificacion de la escala Metavir desarrollaron gbatmo, que consistié en la siguiente

formula:

10 x Edad x AST z INR

FibroQ =
ibroQ Plaquetas x ALT

Las unidades fueron las siguientes: edad en afios, AST emediento deplaquetas en

10%uL y ALT en UI/L.

Mediante el uso de curvas RQ@@lcularon la precision para el diagnostico de fibrosis
significativay de cirrosis.Para la prediccion de fibrosis significativa el FibroQ obtuvo
mejores resultados que APRAUC 0,783 vs 0,63pH0,02), peroigual al ratio ASALT
[AUC 0,783 vs 0,73p0,26]; y lo mismo ocurrié en la deteccion de cirrofd&JC 0,791

vs 0,63414=0,03)y AUC 0,791 vs 0,78@,47) respectivamente.

Utilizandovalores de FibroQ por debajo del punto de corte inferio8)@por encima del
punto de corte mas alto (1,6) se identificaba correctamente la presencia o ausencia de
fibrosis significativa en el 77,1% de los pacientes. autores del este estudio publicaron
con posterioridad otro en el que validaron la utilidad del Fibm®una cohorte d

pacientes con VH(186)
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V FIB4

Este indice surgidé de un estudio clinico que buscaba disefiar un algoritmo basado en
biomarcadores de rutina pargredecir el grado defibrosis hepatica enpacientes
coinfectados por VIN/HC(187)

Se realiz6 o andlisis retrospectiven 832 pacietes que habian sido sometidos a una
biopsia hepaticaen donde la brosisse evalué mediante la clasificacion de Ishals L
pacientes fueron signados al azaa la poblacion de analisis (55) oa la de validacion

(n=277).

El andlisis de regresidon logistica multivariado revelée qgl recuento de plaquetas, la
edad, la AB y el INR se asociabda forma independienteon la fibrosisSin enbargo,
s6lo 505 de los 555 pacientele la poblacién de analisis tenian disponibles las cuatro
variables; ds valores de INR faltaban en la mayoria de los 50 pacientes restaatesT

fue la siguiente variable enl @roceso de seleccion, que no habia sido incluida en el
primer modeloya que noalcanzé significacionPor lo tanto,se disefid un segundo
modelo apicable a 55%acientes que incluia la edad AST el recuento de plaquetasy

la ALT en lugar déNR.

Basamlose en esto,se desarrolléun indice simplelenominado FIBl que consistia en la

siguiente formula:
1/2
Edad (anos) x AST (UI/L)

FiB4 = 5
Plaquetas (2=) 2 ALT (UI/L)

El AUGIel indice fued,765para la diferenciacion entrigorosismediamoderada Yfibrosis
avanzada.En la poblacién de validacion, utilizando un punto de cerigd5 el valor
predictivo negativo para exdlufibrosis avanzadéue del 90% con una sensibilidadl de
70%. Con el punto d corte 38,25 obtenianun valor predictivo positivo del 65% y una
especificidad del 97%ltilizando estos puntos de corte la fibrosis hepatica del 87% de los

pacientes se clasificaba correctamente de acuerdo a la gradacion de la biopsia.
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Posteriormente elFIB4 ha sidoevaluadoen otros estudios clinicos con cohortes de
pacientes coristintos tipos denepatopatias, como pacientes monoinfectados por VHC o
pacientes con EHGNA38;189)

V ELF

Este algoritmo matematicee desarrolld a partir de un estudio clinit®vado a cabo por

el Grupo Europeale Fibrosis Hepaticgublicado porRosenberg cols en el afio 2004
(190) El objetivo del estudio era comparar el rendint@erdiagnostico de varios
marcadores séricos cda gradacion histologica de la biopsia hepética, para identificar un
panel 6ptimo de bimarcadores seéricos quecombinados medianteun algoitmo,

permitiesenestimarel grado ddibrosis hepatica.

En el estutb, multicéntrico y de cohorte transversal internacionate analizarornlos
niveles séicos de nueve biomarcadores didrosis hepaticay se compararon con el
estadio de fibrosis en muests de biopsia de higado obtenglae D21 pacientes con
enfermedad lepatica cronicale diversa etiologieH panelde biomarcadores incluidos se
selecciono tratando ddncluir marcadores de sintesis o degradacion de la matriz,
teniendo en cuenta losnecanismos basicos implicados enfilrogénesishepatica Se
estudiaron ¢ colageno tipo IV y el tipo VI, PIIINP, MRIPMMR9, TIMPL1, tenascira,
laminina y HAEn el estudio histologico de la biopsia hepética se utilizaron los sistemas

Scheuee Ishakpara la clasificacion de la fibrosis.

De los D21 pacientes reclutados, Blimero de ellos dentro de cadategoria diagndstica

fue el siguiente: 496 comepatitis crénica C, 64 con hepatopatia alcohdlica, 61 con
EHGNA, 61 con hepatitis B, 53 coiross biliar primaria ocolangtis esclerosante
primaria, 48 conenfermedad recuente tras trasplante hepatico, 45 con hepatitis
autoinmune, 32 con hemocromatosis, 19 con cirrosis criptogénica, 4 pacientes
coninfectados convirusByyyoy Sy f | ddés®R S B A MBI EndluRedd das
enfermedad granulomatosde etiologiadesconocida y los casos en los qudiagnostico

no se hizoa partir de la alteracion de lgguebas de funcion hep#ta, como ocurrio en el

resto).
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Los datos clinicos o las determinaciones bioquimesteban incompletos en 45 de los
pacientes ytambiénen 55 deelloslas muestras de biopsia se consideraron inadecuadas
parael analisis histologicoPor tanto, estos pacientes fueron excluidos del estudio por lo
que lacohorte total se compuso de 921 sujetoBe esta poblacidén global derivaron el

grupo deestudio y el de validacion.

Para el disefio de los grupos de estudieaslecciond al azar un grupo de 400 pacientes de
la poblacién total, que anformaron el grupo de estudio y Id&®21 pacientes restantes

formaron elgrupo de validacion.

Mediante unanaligs discriminantesn el grupo de estudicge seleccionaron las variables

en las que se observaban mayores diferencias entre los estadios de fibrosis
proporcionados por la biopsia, y se dise@balgoritmo, que combinabda edad,HA,
PIINP y TIMB. El algatmo, que no recibi6 un nombre concreteonsistia en la
siguiente formula

= —6,38 — [0,014 In Fdad (anos)] +[0,616 In HA (ng/mL)]
+ (0,586 In PITINP (ng/mL)] +1[0,472 InTIMP1 (ng/mL)]

Posteriormente el algoritmo se evalu@n la poblacién de validacion.Los resultados
obtenidos aparecen reflejados en fabla 5 dondepuede observarsgue el algoritmo
ELFpermitia la deteccion de fibrosis significativa (estadios 3 y 4 de la clasificacion de

Scheuer) con un 90,5% de sensibilidad.

Scheller score AUC SE P 85% Cl of area DT Sensitivity (%) Specificity (%)
X=01v234 182 0213 <0001 J40-823 864 90.3 296
Y=012v34 804 0236 <0001 157-850 102 90.5 410
1=01234 887 0256 <0001 B37-937 025 90.7 £9.2

Tabla 5Se ilustran losasultados okenidos pr el algoritmoen la poblacion de validacion para
diferenciar los diferentes grados de fibrosis hepatica de la biopsia hepética. Aunque solo se
muestran los estadios de la clasificacion de Scheuer, también se analiz6 para la gradacion con el
sisema Ishak, cuyos resultados no se indican por ser similares. Tom&tmsdebery cols(190)

121



Introduccién

Por otro lado se estudiél rendimiento del algoritmo al analizar las diferentes etioésy
de forma independiente y los resultados obtenides las tres hepatopatias mas

prevalentegpueden observarsen latabla 6 que aparece a continuacion.

Gy AUC SE P 95% CI of AUC
Hepatitis C  .773  .0386  <.0001 69T7-.848
NAFLD 870 1040 0002 .666-1.000
ALD 944 0855 <0001 .336-1.000

Tabla 6:Areas bajo la curvgAUCXel algoritmopara la deteccién de fibrosis significativa en los
subgrupos de pacientes con VHC, EH@MA&LDY hepatopatia alcohdélicgALD) Tomado de
Rosenberg y co(490)

Ademas, en lgabla 7se ilustran la sensibilidad y especificidad del algoritmo junto con los
valores predictivos positivos y negativos, también obtenidos para los grupos en funcion
de la etiologiaSegun losutores, ainto en la EHGNA como en la hepatopatia alcohdlica
los valores predictivos positivos y negativos deben rderpretados con cautela, ya que

el nimero de pacietes eran relativamente pequeficaunque la alta sensibilidad y

especificidadacreditan el uso del algoritmo.

Sensitivity  Specificity PRV MPY

Disease Score (%) (%) (%) (%)
Hepatitis C 063 85 29 27.7 94.9
087 a0 31 27.5 92.3
090 85 43 20.9 91.1
A26 80 58 35.2 91.0
190 63 80 47.9 88.5
219 52 85 50.0 86.2
268 47 a0 57.8 85.6
A26 38 o5 70.0 84.3
564 30 g9 89.5 83.3
NAFLD 375 29 o5 80 a8
A82 T8 o8 87 96
ALD 08T 100.0 16.7 75.0 100.0
A31 93.3 100.0 100.0 85.7

Tabla 7: Se muestran los resultados obtenidesensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo(PPVYy negativo(NPVdel algoritmoen la poblacion de validacion dividida segun
etiologia, en funcién del punto de terescogiddscore) Tomado ddrosenbergy cols(190)
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Teniendo en cuenta los resultadexpuestos los autoresconcluyen queel algoritmo
puede serutilizado paradetectar conuna precisionconsiderablda presencia @usencia

de fibrosis hepatica significatiea una amplia gama de trastornos hepaticos.

Posteriormente, a el afio 200&e publicéotro estudio que validé el algi@gmo originaly

el resultado alcanzado con una version simplificada de la férmula, que incluyo los tres
biomarcadores HA, PIIINP y THURero no tuvo en cuenta la edad, en una cohorte
independientede 196 pacientes con EHGNAL).

Denominaronentoncesal algoritmo original OELH est Original de Fibrosis Hepatica;
OriginalEuropean Liver Fibrodiest) y al nuevq ELF (testle Fibrosis Hepéatica mejorado

Enhanced Liver Fibrosis panela nueva brmulasimplificadafue la siguiente:

ELF = 7,412 (0,681 In HA (ng/mL)] +[0,775 In PITINP (ng/mL)]
+ (0,494 InTIMP1 (ng/mL)]

Ademas, también se analiz6 si la adicibn de biomarcadores individuales al algoritmo
podria mejorar el rendimiento diagntiso existente.Los marcadores examinados fueron
la edad, eindice de masa corpordh presencia de diabetes o alteracion de la glucosa en

ayunasegl cociente ASHLT el recuento deplaquetas yaalbumina

Las fibrosis de las muestras de biopsia hepase gradué mediante un sistema de
clasificacion de 5 etapagie indicabario siguiene: etapa 0 ausencia de fibrosis, etapa 1
fibrosis perisinusoidal o portal, etapa 2 fibrosis perisinusoidal y portal o periportal, etapa

3 fibrosis septal o en puergeyetapa 4 cirrosis.

El algoritmo ELF simplificadavo un AUQle 0,90 para stinguir fibrosis severd),82
parafibrosis moderada 0,76 en la deteccién de ausenciafiteosis. Laisplificacion del
algoritmo mediante la eliminacion de é&lad no alteré erendimiento diagnosticoEn la
tabla 8 puede observarsel rendimiento diagnostico del algoritmo ELF para diferenciar

los distintos estadios de fibrosis segun los diferentes puntos de corte.
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Stage of Fibrosis Discriminant Score Threshold Sens Spec PPV NPV LR (+ve) LR (-ve)
0 versus 1/2/3/4 (any fibrosis) —1.6533 100 4 60 100 1.04 0
—1.2009 95 19 63 71 1.17 0.28
—1.02813 90 27 64 66 1.23 0.36
—0.6415 80 56 12 66 1.80 0.37
—-0.2070 61 80 81 79 3.01 0.49
02112 45 90 86 53 4.47 0.61
0.3272 43 95 93 54 8.67 0.59
1.6454 13 100 100 45 N/A 0.87
0/1 versus 2/3/4 (moderate fibrosis) —-1.4217 100 7 42 100 1 0
—1.0691 95 22 45 86 1.21 0.24
—0.6746 90 50 b4 88 1.78 0.21
—0.3625 80 67 62 84 244 0.29
—0.1068 70 80 70 80 351 0.37
0.3145 56 90 18 75 535 0.49
0.5734 45 95 85 72 8.71 0.57
22859 9 100 100 62 N/A 0.91
0/1/2 versus 3/4 (severe fibrosis) —-1.2413 100 12 26 100 1.14 0
—-0.7121 98 42 34 98 1.68 0.05
—-0.4184 96 57 4 98 2.24 0.07
—0.1068 90 75 52 96 3.54 0.15
0.3576 80 90 ! 94 7.84 0.22
0.8139 62 95 18 89 11.40 0.41
1.6454 29 99 87 82 21.32 0.72
22858 16 100 100 80 N/A 0.84

Abbreviations: Sens, sensitivity; Spec, specificity; PPV, positive predictive value; NPV, negative predictive value; LR, likelihood ratio; LR +ve, positive likelihood ratio;
LR —ve, negative likelihood ratio.

Tabla 8Se indican los resultados obtenidos de sensibiligagecificidad y valores predictivos
positivo(PPVY negativo(NPV)del nuevo algoritmo ELF ralos disintos puntos de corte
(discriminant score thresholdjomado deGuha y colé71).

La adtion de marcadores individuales$ algoritmo mejoré la capacidad diagndéstica, con
areas bajo la curva de 0,98, 0,930,84 para la deteccion de fibrossvera fibrosis
moderada, yausencia de fibrosis respectivamente, permitiendo por tanto una mejor

estratificacion de los pacientes.

En el afio 201Parkes y cols (191) también publican una simplificacion del algoritmo
originaly su validacion en una cohortedependientede pacientes con VHEN contaste
con el algoritmo originalque derivé deuna poblacién de521 pacientes (el grupo de
validacion) en este estudio utilizarora totalidad de la cohortedel estudio original
(n=021)para reevaluar el algoritmo y valorar la posibilidadsttaplificato y optimizar el

rendimiento diagnoéstico.

Para realiar la simplificacion del algoritmo origirsd realiz&egresion logistica utdando
los maradores individuales incluidosriginaimente (HA, PIIINP y TIMB y la edad

mediante una agrupacion binaria para los estadios de la biogsi@ andlisis se llevo a
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cabo en el comnto de la cohorte original (r821). Al igual que hicieroiuha y cols se

denomin6OELF al algoritmariginal yELF al simplificado.

Los resultados obtenidos justificaron el uso de una versién simplificada del algoritmo ELF
que manteniaHA, PIIINP y TIMPE, pero prescindiendo dé& edad, ya que resultdé no
signifcativa. No fue posible simplificar mas el algoritmo sin comprometer el rendimiento

diagndsticoLa formula del nuevo algoritmo fue la siguiente:

ELF = 7,412 [0,681 In HA (ng/mL)] +[0,775 I PIIINP (ng/mL)]
+10,494 InTIMP1 (ng/mL)] + 10

Como pueé obsevarse la formula coincide con la resultante de la simplificacion del
algoritmo realizada poGuha y cols(71) en pacientescon EHGNA. icamente difieren

en que Parkesy cols introducen al finalde la férmula la constante +10, con el fin
aumentar y positivizar los resultados, que tanto con el algoritmo original como con la

simplificacion désuha y colserannimeros negativos o en torno a cero.

La segunda parte del estudio consisti6 en la val@a externa del nuevo algoritmo
simplificado. Para ell@e analizaron biopsias y muestras de suero pareadas de 347
pacientes con hepatopatia por VHC no tratados previamente en tres cohortes
independientes(con n=87, n=173 y n=87 respectivamentegs biogias se clasificaron
utilizando los sistemas de puntuacién Metavir e Ishak. Los grupos fueron los siguientes:
no fibrosis(Metavir FO olshak 0) fibrosis levgMetavir F1 o Ishak ), fibrosis moderada
(Metavir F2 olshak 3)y fibrosis grave/cirrosigMetavir F3/4 olshak4/6).

El rendiniento diagndstico del nuevo algoritmBLF en la identificaciéte estadio de
fibrosis derivadode la histolgia hepéatica se evalué medianéeas bajo curva. Para
comparar los resultados, tantd panel originaELFcomo € simplificaddfueron evaluados

en las cohortes de validacion externa.

Los valores de AUMbtenidos con el algoritmo simplificad@n las tres cohortes de
pacientespara la identificacion de los distintos gradosfitieosis se presentan en tabla
0.
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AUROC (95% CI)
CHC Cohort 1*

AUROC (95% CI)
CHC Cohort 2

AUROC (95% CI)
CHC Cohort 3

n= 87 n=173 n=_87
Fibrosis stage
Ishak/METAVIR ELF ELF ELF
% 4-6/% Fr 3,4 24 28 34
0vs1-6 0.70 (0.51, 0.89) 0.79 (0.71, 0.86) n/a
FO vs 1-4;
0-1 vs 2-6 n/a 0.79 (0.72, 0.87) 0.70
0-2 vs 3-6 0.74 (0.63, 0.84) 0.83 (0.76, 0.89) 0.87 (0.80, 0.95)
FO,1 vs 2—4;
0-3 vs 4-6 0.84 (0.74, 0.94) 0.86 (0.80, 0.92) 0.89 (0.83, 0.96)
FO-2 vs 3,4
04 vs 5,6 0.90 (0.81, 0.98) 0.87 (0.81, 0.93) 0.89 (0.82, 0.96)
FO-3 vs 4

Tabla 9: Se observan las areas bajo la curva para el algoritmo ELF simplificado en las tres cohortes
de validacion en funcion de la gradacion histolégica de la muestra de biopsia hepética. Tomado de
Parkesy cols(191)

También se analiz6 el nuevo algoritmo ELF simplificado en laimaciin de las tres
cohortes (n347). En ldabla 10que aparece a continuacion se muestran los resultados

obtenidos en la identificacion de fibrosis severa.

ELF Sensitivity Specificity PPV NPV
threshold (%) (%) (%) (%)
9.13 95 - = 95
9.39 90 55 48 92
9.59 85 63 52 90
10.22 70 85 68 86
10.48 62 89 73 83
10.90 54 95 82 81

Tabla 10: Se ilustran las sensibilidades, especificidades y valores pregicsitn®s (PPV) y
negativos (NP\Bn funcion de los puntosadcorte (threshold) del algoritmBLFsimplificadoen
poblaciénresultante de la agrupacion de las tres cohoftesa la identificacion de fibrosis severa.
Tomado deParkes y colfl91)

Al comparar el rendimiento diagnostico del@igmo original y la version simplifica@a
la poblacion original se observaron resultadogsy similarespara la identificacion de cada
nivel de gravedad de la fibrogisbla 17).
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AUROC (95% CI)
Original training cohort n = 921

Fibrosis

stage OELF ELF

% 4-6 27

0vs 1-6 0.72 (0.68, 0.75) 0.72 (0.68, 0.75)
0,1 vs 2-6 0.77 (0.74, 0.80) 0.77 (0.74, 0.80)
0-2 vs 3-6 0.79 (0.76, 0.82) 0.79 (0.76, 0.82)
0-3 vs 4-6 0.83 (0.80, 0.86) 0.83 (0.80, 0.86)
0-4 vs 5,6 0.86 (0.83, 0.89) 0.86 (0.83, 0.89)

AUROC, area under receiver operator characteristic curves;
ELF, Enhanced Liver Fibrosis; OELF, Original European Liver
Fibrosis.

Tabla 11Rendimiento diagnéstico del algoritmo original (OELF) y la version simplificada (ELF) en
la cohorte originalTomado deParkes y colgl91)

En vista a los resultados obtenidos los autores concluyes el uso de la version
simplificada del algoritmo ELF permite identificar con buena precision la fibrosis severa en
pacientes con VH@®\demas reflejan la ventaja de eliminiar variablede laedaden el
algoritmo simplificado, ya qupermite que estapueda ser utilizadgor separado e los
analisis prondsticos. Adicionalmentisdican que laomision de edad facilita la
simplificacion deanalisis automatizadeliminando la necesidad de risgrar este dato

demografico.

Con paterioridad al estudio original y a aquellos que simplificagbalgoritmo, sehan
llevado a cabo estudios de validacion en poblaciones independientesrgaraluarel
rendimiento del algoritmo ELH.os estudios mas relevantes que han evaluado el
algoritmo lo han hecho en cohortes de pacientes con en hepatopatiavptt, VHB,
EHGNAy cirrosis biliar primariay de forma generahan confirmado queel algoritmo
refleja con exactitud la gravedad de la fisis tomando como referencia la biopsia
hepatica(192196) Enla mayoria de estosstudios el AUGscila alrededor dé,8, siendo
este nivel @ rendimiento elconsideralo comoumbral para la aceptacion en la practica

clinica
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Mas recientemente se estan llevando a cabo estudios clinicosmastigar la capadad
del algoritmo para predecir los resultados clinicos a largo plazo dehkepatopéias
cronicasincluyendo el desarrollo deipertension poral, la descompensacion propia de la
enfermedad hepaticael desarrollo de cancdrepatocelular, el trasplante hepétiop la
muerte por enfermedad hepatica, asi commortalidad por causas distintasla hepatica

en este tipo de pacientes.

V Via ldex

Este algoritmose ha dado a conocer a través de un estudio clirpablicado
recientemente en 2014 por Takaki y col§197) El objetivo de este trabajo consistn
desarrollar un nuevo indice para la evaluacion de fibrosis hepatica que combinase la Vc
derivada de la técnica Arfion marcadores bioquimicos o hematoldgicdsi mismo
tambiéncompararon el rendimiento diagnostico del nuevo algoritmo ebde los indices

APRY HB-A4.

Para ello contaron con una poblacién #é6 pacienteson hepatopatia crénica por VHC,
divididos en ds grupos; un grupo de analisis (n=120) y otro de validacién \n¥&é@os
los pacientes se sometieron a unajsia hepatica, lo que permitidtilizando el sistema

Metavir, evaluar tanto la fibrosis como la actividad inflamatoria presente en el higado.

En el grupo de andlisis, la Vc, el INR YALA correlacionaron de forma significativa e
independiente con el grado de fibrosis determinado mediante la biopsaacuerdo con
estolos autores desarrollarogl algoritmo al que denominarodVia Index (indice Viay

que consistié en la siguiente férmula:
Via Tndex = ~1, 2824 0.965 Ve (5] + 1,783 TN R-+0,00085 ALT (V11

En el grupo de analisiad AUQIel Via Index fueron @38 para el diagnosticde fibrosis
AA3IYATAOI 908 @ara ladeeCeion Tefibnosis graveé xCo 0 & nXcppy LI
diagnostico de cirrosis (F4). En el conjunto de pacientes que conformaban el grupo de
validacion lasareas bajola curva fueron 0,917 6 X CHI0& 6 x1Co U 00&(F4)m Z n

respectivamente.
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Segun los restddos de las AU@I rendimiento del Via Index fue superior frente al uso de
la Vc de forma individual. Por otro lado, al compararlo con los indieddl y FIB se
obtienen resultados equivalentes para la detecctnfibrosis significativay superiores

para el Via Index en el diagndstico de fibrosis severa y/o ciftabia 12).

Cut-off AUROC Sensitivity Specificity PPy NPV Accuracy
2F2 VIA 1.859 0.838 833 71.9 426 945 75.8
FIB-4 212 0.841 833 76.0 46.5 94.8 775
APRI 4.938 0.879 75.0 91.7 69.2 93.6 88.3
SWy 1.250 0.773 75.0 78.1 426 926 75.0
23 VIA 2251 0.904 84.9 85.1 95.2 622 85.0
FIB-4 2947 0.705 59.1 70.5 87.3 333 84.1
APRI 8.7636 0.709 53.8 81.5 90.9 338 61.6
SWY 1.595 0.863 849 81.5 94 61.1 84.1
F4 VIA 2.763 0.958 93.7 88.9 99 533 93.3
FIB-4 48.16 0.670 82.0 66.7 96.8 231 80.8
APRI 12.27 0.566 66.7 55.6 94.9 119 87.5
SWy 1.775 0915 85.6 88.9 99 333 85.5

Tabla 12: Se ilustran los resultados obtenidos para el Via Index, APRY, V/tBSWV) en funcion
de los grados de fibrosis detemaidos mediante la biopsia hepética en el grupo de validacion
(n=56).Tomado deTakakiy cols(197)

Losautores concluyen que este nuevo algoritmo permite la estratificacion del grado de
fibrosis hepética en pacientes con VHC de forma precisa. Ademas remarcan que el hecho
de que el Via Index combine marcadores bioquimicos y hematokgon variables
derivadas del estudio mecanico o elastografico del higado, como es la V¢, supone un valor
afadido, pues son métodos potencialmente distintos, lo que mejora la certeza

diagnostia.
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Hipétesis y objetivos

2.1 Justificacion e hipétesis del estudio

Las efermedades cronicas del higado son la quinta causa mas frecuente de muerte en la
Union Europea, ya que implicah desarrollo de fibrosis, que paulatinamerdenduce a

la insuftiencia hepatica prgresivahipertension portal y en Gltima instancia a la cirrosis y
carcinoma hepatocelularLa hepatitis C, padecida actualmente por alrededor de 170
millones de personas en el mundo, y la EHGNA, cuya prevalencia esta aumentando de
forma significativa deblio a la pandemia de la obesidad, son dos de las principales causas
de hepatopatia crénicalo que justifica en primera instancia el estudio de los aspectos
clinicos relacionados, como son el diagndstico, el control evolutivo de la enfermedad o el

manejo teapéutico.

El desarrollo de fibrosis es el punto patogénico comin en toldss enfermedades
hepaticascronicas Los estudios expenentales y clinicos de los dltimgsinte afioshan
proporcionadoun conocimiento detallado de la estructura y composicitnla matriz
extracelularen el tejido fepatico normal y fibréticodel origen celular de los div&rs
componentes de la matrizde varias condiciones genéticas que prediggn a la
fibrogénesisde laregulacién por citoquinas y factores deecimiento de Idibrogénesis y
la fibrolisis asi comale miltiples enfoques terapéuticos experimentalmente exitesdin
embargQq a pesande estos importantes logroda traduccion de estavestgacion basica
la préactica clinicaeal y el manejo de los pacientes tbdavia limitada especialmentesn

relacion con las terapgantifibréticas yconlasexploraciones diagndstica® invasiva.

El curso clinico de las enfermedadhepaticas cronicadependede forma significativae

la tasa de progresion gel gradode fibrosis y es por ello queencontrar métodos que
permitan realizar el diagndstico @ seguimiento de forma precisa y no invasiva es
realmente importante. Actualmente, el diagnostico consideradestandar & oro"
continda siendo la biopsia hepatica, que smbargotiene multiples limitaciones ademas

de su naturaleza invasivacomo el error de muestreoy la variabilidad inter e
intraobservador. Por lo tanto, el valor diagnostico de la biopsia comécnica de
referenciapara ladeteccion de fibrosis debe seevisadg ademas del hecho dgue su
naturalezainvasiva hace de ella un método inviable para el control evolutivo periédico de

las hepatopatias cronicasEstas limitaciones refuerzan la necesidad de técnicas
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alternativas no invasivas, representadas funéatalmente por los biomarcadores y las

técnicas de imagen.

Los biomarcadorelan sido ampliamente evaluades el contexto de la fibrosis hepatica

en diversas etiologias, tanto para el diagnéstico como para el seguimiento dedaahi
natural de la enfanedad, e incluso para la monitorizacion de los tratamientos
terapéuticos.El hecho de que los biomarcadores hayan sido tan estudiados en este
camporesponde a diversas cuestiondsn primer lugaga su naturaleza no invasivaile

los convierte en un métodmleal para el control dinamico de la enfermedad. En segundo
lugar, los biomarcadores ya utilizados en la practica clinica, se determinan mediante
técnicas edandarizalas, muchas de ellas completamente automatizgde que les
confiere la propiedad de serabsolutamente reproducibe especialmente en
comparacion con la biopsia e incluso con las técnicas de imagen. También debe tenerse
en cuenta que lagariacionegde los biomarcadores vanewvidenciaralteraciones a nivel
molecularde la estructura hepaticque reflejan el estado fisiopatoldgico del higagieen
muchos de los casos esto va a ser previo a las alteraciones detectadas con otras técnicas
no invasivas, como las técnicas de imagen, lo que permite una deteccién muy precoz de la
enfermedad. Todas &ss razones convierten a losomarcadores en candidatos ideales
para el diagndstico y control de la fibrosis, por permitir una monitorizacion mas continua

y probablemente mas fiel que el actual método de referencia.

Sin embargpen la actualidad todaviaonse ha encontrado ninguna molécula que cumpla
los requisitos de m biomarcador de fibrosis ideahj aporte resultados completamente
satisfactorios, y esto ha llevado al desarrollo déltiples algoritmos bsados en una
combinacion de mase menos parametns, con el objetivo de mejorar la sensibilidathy
especificidactlinica Ademas, a la mayoria de los casos se necesita evaluacidormas
rigurosa, independiente y generalizadde la utilidad, tanto de los biomarcadores
individuales como de los algoritm, en el diagndstico y seguimiento tks hepatopatias

cronicagparatomar la decision final de recomendsu uso en la practica clinica habitual

Por tanto, partiendo de estas premisda hipotesis de esteestudio es que los
biomarcadores HA, PIIINP yMPR1, de forma individual o combinados mediante el

algoritmo ELF, podrian ser Utiles erditerminacion de la fibrosis hepétiem pacientes
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con hepatitis cronica,§ en la evaluacion de la EHGNA en pacientes obegpastando
una mejora en la caractedzion del estado fisiopatolégico del higadddemas, la
combinacion de estos biomarcadores con la técnich ércon determinados signos
ecogréaficospodria suponer un modelonvenienteen la evaluacion de la hepatopatia de
estos pacientes, suponiendo umaayor seguridady una menor iatrogenia la hora de

sustituir la biopsia hepatica como estandar de referencia

Para la comprobacion de esta hipétesis se plantea un espatia valorar la veladera
utilidad clinica de los citados biomarcadargsestudiarsu asociacion con otras variables
clinicas, con los parametros derivados del estudio radiodiagndéstico y anatomopatoldgico
del higadoasi comocon otros biomarcadores y algoritmosasutilizados en la practica

clinica habitual para valorar la funcion hépa.
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2.2 Objetivos

Objetivo general

El objetivo general de este estudio es evaluar la utilidad clinica de los biomarcadores

acido hialuronicdHA) péptido aminoterminal del procoldgeno tipo (RIIINP) énhibidor

tisular de la metaloproteash (TIMR1), de forma individual y combinados mediante el

algoritmo ELF, en la evaluaciénlddibrosis hepatica en pacientes con hepatitis crénica C

y de la enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA) en pacientes obesos

sometidos a cirugia bariatric@spectivamente.

Para ello se establecen unos objetivos especificos para cada grupo de pacientes.

Objetivos especificos

. Pacientes con hepatopatia crénica porG/H

Estudiar las caracteristicas generales de los pacientes comopapia cronica por
VHC seguidode manera periodican las consultas de hepatologie nuestro

hospital: descripciode la poblacion total y de los grupos de estudio.

Determinar el intervalo de valores existentes en nuestra poblacion del algoritmo
ELF y d los biomarcadores directos HA, PIIINP y TliVévaluar sus valores en
funcién de las caracteristicas clinicas, demograficas y ecograficas de los pacientes,

y estudiar su asociacion con el resto de variables continuas.

. Analizar la eficacia clinica de Ibeomarcadores directos e indirectos y de los

algoritmos matematicos en la evakidn de la fibrosis hepéaticaednuestra
poblacion de estudio, utilizando la velocidad de onda de corte como estandar de

referencia.

Elaborar un modelo diagndéstico que combiles biomarcadores con el estudio
radiodiagndstico, y definir la utilidad que aporta en la evaluaciéon rasing de la

fibrosis hepatican pacientes con hepatitis por VHC.
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b. Pacientes Obes@®metidos a cirugia bariatrica

1. Estudiar las caracteristicas fess pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica
en nuestro hopital: descripciébnde la poblabion general y de los grupos de

estudio.

2. Determinar el intervalo dealores existentes en nuestra poblacide estudiodel
algoritmo ELF y de los biomarcaderdirectosHA, PIIINP y TIME evaluar sus
valores en funcidn de las caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes, y

estudiar su asociacion con el resto de variables continuas.

3. Analizar la eficacia clinica de los biomarcadores indirectos ectds, de los
algoritmos matematicos y de los parametros derivados del estudio
radiodiagndstico en la evaluacion de la hepatopatia cronica de nuestra poblacion

de estudio, utilizando la biopsia hepética como estandar de referencia.

4. Elaborar un modelo diagistico que combine los biomarcadores con el estudio
radiodiagnastico y definir la utilidad que aporta en la evaluacion no invasiva de la

hepatopatia crénica en pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica.
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Pacientes y métodos

3.1 Disenadel estudio

La presente tesis doctorabmprende un estudio observacional transvergaado a cabo

en el HospitalClinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia, gueluye a
pacientes diagnosticados de petitis cronica C que siguen controles periodicos de su
enfermedad en las Consultas de Hepatologia, y pacientes obesos con sospecha de EHGNA

sometidos a cirugia bariatrica en la Unidad de Cirugia de la Obesidad

Los pacientes se reclutaroan el periodo comprendido desde octubre de 2012 a
diciembre de 2013, y psteriormente se llevo a cabda recogida de datosel
procesamiento de las muestras, las determinaciones analiticas y el andlisis de los

resultados

El estudio se llevd a cabo en el Servicio deigisdClinicos del ya citado hospita&ro
debido al necesario abordaje multidisciplinar de los pacientes, se reatizéstrecha
colaboracion con los servicios deadiodiagnodstico,Digestivo, Grugia General y del
Aparato DigestivoAnatomia Patolégica yMicrobiologia, pues desemfiaban un papel

clave en el diagnéstico, seguimiento y tratamiento de ambos grupos de pacientes.

3.2Pacientes

Se incluyeron en este estudio dos grupos principales de pacjemt@scompuesto por
sujetos diagnosticados de hepatitcronica C y otro formado por pacientes obesos con

sospecha de EHGNA sometidos a cirugia bariatrica.

Como ya se ha citado anteriormente, los pacientes fueron reclutados de las consultas de
hepatologia del Servicio de Digestivo y de la Unidad de Ciradéa@besidad del Servicio

de Cirugia General y del Aparato Digestivo respectivamente, ambosHars@talClinico
Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcke establecieron por tanto criterios de
inclusion y exclusion especificos para cada uno deglmpos, que se especifican a

continuacion.
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3.2.1Criterios de inclusion

V Pacientes con hepatopat&dnicapor VHC

- Pacientes diagnosticados deepatitis cronica por VHC. El diagnéstico se
establece por la elevacion de déanina aminotransferasgLT)por encima de
40 UI/L en al menos dos determinaciones diferentes y mantenimiento de esta
elevacion mas de seis meses. Ademas el paciente debe dar positivo el test anti
VHC de tercera generacion y debe detectarse la presencia deVRRA

mediante una técni@ cualitativa o cuantitativa.

V Pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica

- indice de masa corporab40 kg/nf o >35 kg/mi con comorbilidades
significativas relacionadas con la obesidad.

- Riesgo operatorio aceptable.

- Evidencias de no pérdida de peso metkatécnicas no quingicas.

- Criterios clinicos, analiticos o epaficos de sospecha deEHGNA, sin
contraindicacion de cirugigue indiquen la realizacion de una biopsia hepatica

para filiar y graduar la hepatopatia.
3.2.2 Criterios de exclusion

V Pacienteson hepatopatiardnicapor VHC

- Edad > 70 afios.

- Pacientes con consumo de alcohol >20 gramos/dia.

- Pacientes con hmatitis distinta del VHC o caroinfeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).

- Pacientes con cualquiestra enfermedad hepaticald2 y 2 OA Rl Y -IRSTA OA
antitripsina, cirrosis biliar primaria o enfermedades por depdsito de metales

(enfermedad de Wilson, hemocromatosis).
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V Pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica

- Toma de medicacién que pudiera tener efectos adversos sobreigado
(hepaotdxica).

- Infeccion por el virus dealinmunodeficiencia humanaepatitis viral, déficit
R S -1-antitripsina y enfermedades por deposito de metales (enfermedad de
Wilson, hemocromatosis).

- Pacientes con consumo de alcohol >20 gramos/dia.

3.2.3 Grupos de estudio

La poblacion total incluida en el estudio fde 107 pacientes con patitis cronica C y 57

pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica.

Para la conserion de los objetivos marcadosada uno deestosdos gruposrincipales
de padentes fue divididoa su vez en subgrupos, de acuerdo a los criterios expuestos a

continuacion.

V Pacientes con hepatopat&@dnicapor VHC

Estos pacientes se dividieram subgrupos de acuerdo al grado de fibrosis hepatica

determinado por la técnica Arfi

Tal como se ha comentado en la introduccion el estandar de referencia para la
determinacion de la fibrosissla biopsia hepética, peros riesgos y limitacionegue
conllevahacen que pocas veces se lleve a cabo en la practica clinica en este tipo de
pacentes.Ademasgl caractelinvasivo de este procedimiento convierte en inviable

para el control periddico de la evolucion de la enfermedad, algo indispensable en este
tipo de pacientes. Por tant@l no disponer de estudio histolégico del higaaolos
pacientes de este grup@or no estar justificado ética ni clinicamente, tomamos como
referencia para la clasificacion de la fibrosis la velocidad de onda de corte (Vc)

proporcionadgoor la técnica Arfi.

Son varios los estudios, incluidos metaanalisisuftiogéntricos, que han analizado el

rendimiento de la técnicérfi en el diagndstico de fibrosis hepatica en pacientes con
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hepatitis cronica C utilizando la biopsia hepatica como estandar de referencia,
obteniendo muy buenos resultadogl97-204) La potenciay robustez de estos
estudios permita utilizar esta técnica de forma segura para la clasificacion de la
fibrosis de estos pacienteg€s por ello, que la técnica Aguede consicerse una

prueba subrogada de la biopsia hepaticagpka determinacion de la fibrosis.

Dentro de los articulos mas recientes y relevantes que abordan la validacién de la
técnica Arfi para la determinacion de la fibrosis hepatica en este tipo de pacientes
observamos discrepancias en los puntos de cort¥’c@ara el establecimiento de los
distintos grados de fibrosis. Si bien las diferencgs poco significativas y
probablemente @bidas a la heterogeneidad de las respectivas cohatéepacientes

estudiados.

Después de analizar y contrastar todos eststsi@ios, optamos por utilizar los puntos

de corte propuestospara poblacion europeaen un estudio multicéntrico
internacional publicado paBporea y col§198)en 2012 debido a la gran similid de

la metodologia derabajoy delas caracteristicas de la poblaciéon nuestro estudio.

En esta publicacion se analiza el rendimiento de la técnica Arfi en una cohorte de 914
pacientes europeos y asiaticos con hepatitis cronica C, utilizando la escala Metavir
para la clasi€adon de la biopsia hepatiacgomo referenciaComoresultados obtienen

una excelente correlacion entre la Vc y el grado de fibrosis de la biopsia, detectdndose
ademas diferencias significativas en los valores de Vc de los distintos estadios de
fibrosis, asi como altos valores de areas bajo la curva, sensibilidad y especificidad,
avalando todo ello la validez de la técnica Arfi para la cuantificacién del grado de
fibrosis. También se evalla en este estudio el rendimiento de la técnica al separar la
cohorte total en dos subgrupos de pacientes, asiaticos y europeos, obteniendo
igualmente buenos resultados, aunque significativamente diferentes entre ellas. Est
altimo hallazgo justificé que en nuestra poblacién de estudio utilizasemos los puntos

de corte de Vobtenidos en el subgpo de pacientes europeos

Dichos puntos de corte fueron los siguientas: valor de Vc 321 m/s (AUCO,857;
sensibilidad81,1%; especificidad: 82,6%) para la prediccion de fibrosis equivalente a

dzy I NJ Re la psCala Metaviry un valor de Vc 74 m/s (AUC:0,892
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sensibilidad86,4%; especificidadd4,6%) para la prediccion de fibrosis equivalente a

un gradoigual aH4.

Por tanto,utilizando estos puntos de corte se establecieron los siguientes subgrupos

de pacientes:

A Grupo 1(n=33): Pacientes con Vc<1 m/s equivalente a los grados 4/ de
fibrosis hepatica segun la escala Metavir.

A Grupo 2(n=40): Pacientes con Vi M =~ H M /s, equivalerte a los grados
F2F3 de fibrosis hepatica segun la escala Metavir.

A Grupo 3(n=34):t I OA Sy (i Sla74nd<Leguivaledie ak grado F4 de fibrosis

hepatica segun la escala Metavir.

V Pacientes obesos sometidos a cirugia bariatric

Las indicaciones generales para la reali@a de una biopsia hepatica gracientes con
sospecha deEHGNA sonconfirmar o desartar el diagndstico y estratificda lesion
hepaticacon el objetivo de proponer un tratamiento y establecer pnondsticode la
enfermedad Asi mismo la biopsia permite la exclusi otras enfermedades hepaticas
(62;100)

La biopsia se considera actualmente el método de referencia para el diagnéstico y
estratificacion de la EHGNA, por lo gusteegrypo de pacientes se ddicéde acuerdoa

los hallazgos histolégicos de la biopsia hepatica.

Tal como se ha comentado en la introduccién, la EH&¥foba un amplio espectro de
lesiones que van desde la esteatosis hepatica simple, pasando por la esteatohepatitis con
cambios newinflamatorios asociados a un grado variable de fibrosis, que pueden
progresar a cirrosis hepét e incluso a CHC. De entre estos hallazgos, es conocido que la
esteatosis sim@ suele mostrarse asintomaticademas de presentann curso clinico
benigno ycaracter reersible Por el contrario, el hecho de presentasteatohepatitis
supone un mal prondsticanultiplicando la probabilidad de evolucionar a cirrosis, lo que

implica asi mismo un aumento del riesgo de fallecimiento a causa de la hepatopatia.
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Portanto, atendiendo a las implicaciones clinica® suponeren el manejo, la evolucion
y el prondstico de estos pacientkss hallazgos de la biopsiasleujetosde este grupo se
clasificaron en dos subgrupos de acuerdo a los resultados del estudio astotdgico.

Estos subgrupos fueron los siguientes:

A Grupo 1(n=28): Pacientes cuya biopsia hepatica no revel6 alteraciones o bien
presentd Unicamente esteatosis simple.

A Grupo 2(n=29): Se incluyeron en este grupo el resto de los pacientes, es decir,
aquelbs cuya biopsia hepatica revelgdemas de esteatosis yon
independencia del grado o el porcentaje, la presencia de infiltrados
inflamatorios, necrosis hepatocitaria, fibrosis, balonizacion de los hepatocitos

o hialina de Mallory

3.3 Métodos

3.3.1 Parametros de estudio

Los parametros de gtudio incluidos en esta tesis doctorebmprendieron variables
clinicas, pardmetros derivados del estudio radiodiagnostico y del estudio

anatomopdoldgico de la biopsia hepaticg parametros de laboratorio

i. Variables tinicas

Para cada uno de los gagrupos de pacientes se recogierlas siguientes variables

clinicas:

V Pacientes con hepatopat&@dnicapor VHC

a. Datos epidemiolégicos
- Edad (afios)

- Sexo
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b. Datos Clinicos

- Tratamiento antiviral: Ningun paciente llevaba tramiento en el
momento de recogida de las muestrasosL pacientes, con

independencia del tipo de tratamientse clasificaron en
A Sizaquellos pacientes qubabian llevaddratamiento antiviral
con anterioridada la recogida de las muestréscluyerdo los
gue finalizaron el tratamient@ompleto y los que tuvierogque

suspenderlo por algin motiyo

A No: pacientes naive.

V Pacienteobesos sometidos a cirugia bariatrica

a. Datos epidemiolégicos

- Edad (afios)

- Sexo

- Peso (Kg)

- indice de maa corporal (i§/m?)

b. Comorbilidades

- Hipertension arterial(HTA) definida como presion arterial sistdlica
xmMnn YY!I 3 @k2 RAFadGstAOF xdn YYI 3

- Dislipemia:de acuerdo los criterios déldult Treatment Panelll(205)
definidacomo concetracioned RS O2f Sa i SNR §odéd 2 (I f
colesterol unido dipoproteinasde alta densidad (cHDEX}Omg/dL, y/o
de colesterol unido alipoproteinas de baja densidad (cLDL) >100
mg/dL, y/o de triglicéridos >150 mg/dlo, pacientes queestaban con
alguna terapia hipolipemiante en el momentte la inclusién en el
estudio.

- Diabetes mellitus diagnosticada seguios criteriosde la American
Diabetes Associatiop de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
que implicaban una glucemia plasmatica ocasiom@200 mg/dLy
sintomas de diabetesglucemia plasmatica en ayunag26 mgdl,

glucemia plasmatica00 mgbL a las 2 horas de una prueba de
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tolerancia oral de glucosa (75g de glucosemoglobina glicosilada
#0,5% qprecisar tratamiento hipoglucemiante.

- Sndrome metabdlico:diagnosticado segun los criterios ddéldult
Treatment Panelll (205) que establece el diagndstico de SM cuando
hay tres o mas de los siguientes hallazgobesidad abdomial
(circunferenciade cintura 102 cm @ varones y 88 cm en mujeres),
hipertrigliceridemia (>150 mg/dL), cHDL bajd@<mg/dLen varones;
<50 mg/dL en mujeres)HTAo ducemia en ayunas elevada 20
mg/dL).

ii. Parametros derivados del estudio radiodiagnostico

Tanto la técnia Arficomo la ecografiabdominalfueron realizadas por un radiélogo con
seis aflos de experiencia en elastografia y ecografia abdominal, en el Servicio de

Radiodiagndstico del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia.

En el caso ds pacientes con VHC, el estudio radiodiagndstico se llevo a cabo la semana
previa a la cita para la revision de su enfermedad en las consultas de hepatologia, de
manera simultanea a la toma de muestras para el andlisis de laboratorio. Por otro lado,
en d caso de los pacientes obesos sometidos a cirugia bariatrica, el estudio
radiodiagnéstico se realizdé el dia previo a la cirugia, como parte del estudio pre

operatorio, y de forma simultanea a la toma de muestras para el analisis de laboratorio.

La técnicaArfi se realizdnediante laplataforma de ecografia Acuson S2000 (Siemens,
Erlangen, Germany), con el programa 2.0, una sonda convex déHz multifrecuencia,
imagen de tejido de arménicos (4 MHz) y un indice mecénico d&4tg equipo permite

asi misno la realizacion de una ecografia abdominal convencional.

La técnicaArfi se llevd a cabaon el paciente en decubito supino, el brazo derecho en
maxima abduccion, y la sonda situada sobre la piell@sgacio intercostal, entre B° y

10° costilla, ligeramente por encima de ldinea media axilar, con retencion de la
respiracion. Lasmageres en modo B se obtuvieron en lébulo hepético derelo y la
region de interésse posicionén el segmento VI a una profundidad de 3,5 a 8 cm por

debajo de lacapsulahepatica,evitando asierroresen los pacientesobesos. Se tomaron
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tres medidas con éxito de Vg la Vc definitiva se obtuvde la media entre las 3 Vc
adquiridas. Las medidas se consideraron incorrectasando, por movimientos o

artefactos se obteniax - - £ ®

Simultdneamente, durante la rézacién del ARFI, se realiz6 una ecografia abdominal a
todos los pacientespara valorar la presencia de los siguienségnos ecograficos de
hepatopatia cronicahepatomegalia, esplenomegalia, hipertroféel I6bulo @udado,
heterogereidad del parénquima hepaticauperficie hepatica nodulaesteatosis, ascitis

o0 hipertension portal.

Seobijetivo la existencia de hepatomegalimando la dimensién sagitalesde la cupula
hasta la punta del I6bulbiepéaticoderecho fue mgor que 15 cm, medidos en la linea

media clavicular

Se considero la existencia de esplenomegalia cuahdiiametro bipolar o longitudinal
del bazo fue mayor de 13 ¢rmedido en linea axilar posterior, ente¢V y el VIl espacio

intercostal.

La hipertrofia del I6bulocaudado se defini@omo unarelacion superior a 0,6 entre el
didmetro transversal del l6bulo caudadmedido desde su margen medial al margen
lateral derechode la vena portay el diametro transversal del I6bulo hepatico derecho
(medido desé el margen derecho de la vena porta hasta el punto mas lateral del I16bulo
derecho). Ambamediciones se obtuvieron medianka colocacion delransductor a nivel

de labifurcacion de la vena porta.

La heterogeridad del parénquima hepatico se valoré subjgmente, considerandola
positiva cuando, con independencia del grado, se observ6 un aumestolad
ecogenicidadpudiendo acompafarsede dificultad para la observacion del diafragma y

los vasos intrahepaticos.

Se determind como positiva la existencia slgperficie hepatica nodular cuando se
aprecio una superficie irregular, discontinua y/o lobulagialugar de la superficie lisa y
regular caraatristica de un higado sano. hadularidad corresponde a la presencia de

nodulos de regeneracion y fibrosis.
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La presencia de esteatosis se detect@bjetivamente de acuerdéa presencia de un
parénquima hepéticchiperecogénicoen comparacion cora ecogenicidad cortical del
rinon derechgy la disminucioren la visualizacion del diafragmalg las paredes de los

vaos hepéticos.

Se considero la presencia de ascitis cuando se observé una coléqoida libre en el

espacio peritoneal, ecograficamera@ecoica

Se consideré la existencia de hipertension portal cuando se detectaron alguno de los
siguientes signos ecddficos: dilatacion del sistema venoso esplgrustal (constatacion

de una vengorta >13mm, de una venasplénica >12mny de unavena mesentérica
superior>11mnj, calibre fijo dda vena esplénica y de la vena mesentérica superior con
los movimientos regpatorios {ariacion menor del 10% en el calibreldevena esplénica

y de la mesentérica superior en inspiracion y espirgciio presencia de vasos

colaterales portosistémicos.

Por tanto, teniendo en cuenta todo lo anterior, del estudio radiodiagnosseo

obtuvieron las siguientes variables:

- Vc (m/s)

- Signos ecogréficos de hepatopati@nica(presencia ausenciq estavariablese
considerdpositiva cuandoel pacientepresentabaal menos uno de los signos
ecograficos mencionados anteriormentghepatonegalia, esplenomegalia,
hipertrofia del l6bulo caudado, heterogeidad del parénquima Hgtico,
superficie hepatica nodulaesteatosis, ascitis 0 hipertension portal)

- Hepatomegalia (presenciaausenciy

- Esplenomegali§presencia ausencia

- Hipertrofia del I6bulo caudad{presencia ausenciy

- Heterogereidad del parénquima hepatiggresencia ausencia

- Superficie hepatica nodulgpresencia o ausencia)

- Esteatosigpresencia o ausencia)

- Ascitis(presencia 0 ausencia)

- Hipertension porta(presenci o ausencia)
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iii. Pardmetros derivados del estudio anatomopatoldgico de la biopsia hepética

La muestra de biopsia hepatic® obtuvo Unicamente en el grupo se sujetos obesos
sometidos cirugia bariatrica. Estos pacientes, de acuerdo con los criterios deédimclus
presentaban signos clinicos, analiticos o egraficos sospechosos dEHGNA que

indicabanla realizacion de una biopsia hepatica para filiar y graduar la hepatopatia.

Por el contrario, tal como se ha comentado anteriormente, en el caso de los paciente
con hepatopatia por VHC, a pesar de considerarse el estandar para el diagndstico de la
fibrosis, no se pudo obtener muestra de tejido hepatico para estadaiomopatologico

por no estar justificada ética ni clinicamente y existir otras técnicas decteardo

invasivo suficientemente contrastadas.

Todos los pacientes se sometieroncaugia bariatricaen la Unidad de Cirugia da |
Obesidad del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca de MEtgmoceso
quirargico se llevo a cabo por dasujanos con mas ddoceafios de experiencia en este

tipo de cirugia. En todos los pacientes se redliZz6 G SOy A OF RS odLI aa
w2 dzEé OGN | fguelyd sblBa@xXplicddd € Hetalle en la introduccion.

Durante la cirugia, a todos los giantes se lesecogio muestra para biopsia hepatica,
mediante la toma de una pequefia cufia de tejido del segmento VI hepatieo
aproximadamentelx1,5x15 cm La toma de biopsia en cufia presenta la ventaja de
realizase bajo vision directay ademas pernté el control directo e inmediat del riesgo

de hemorragiag100)

Lascufias de tejido se fijaroimmediatamente en formol tamponado al 10% y se enviaron

al Servie de Anatomia Patolégica del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
para su estudio. Alllas muestras se incluyeroren un bloque de parafina para obtener
laminas de tejido da | de greswrLos cortes histologicos se tifieron das té&cnicas

de hematoxilinaeosina,acido periodico de Schiffricromico de Masson, Perstincion

para reticulinaTodadas muestrasuvieron una longitud minima de 1,5 cm y contuvieron

al menos 10 espacios porta. El procedimiento de analisis de todas uastras fue
llevado a cabo por el mismo patélogo, con mas de veinte afios de experiencia, que

desconocia cualquier otro tipo de informacion del paciente.
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Se analizé la presencia de las siguientes alteraciones histopatologisgesatcsis,

inflamacion fibrosis, hepatocitos balonizadosh@lina de Mallory.

Para el diagnostico de EHGNA y la clasificacion slealtaracionesencontradas se
utilizaran las clasificaciones 8eunt y ca. parala esteatosis y la dielatteoni y cos. para
la clasificacion de Idsallazgos de esteatohepatit{§0;63) que ya sénan desarrollado en

detalle en la introdacion.

Por tanto, del estudio anatomopatolégico se obtuvieron las siguientes variables:

- Esteatsis (%)

- Inflamacion (presencia o ausencia)

- Fibrosis (presencia o ausencia)

- Hepatocitos balonizados (presencia o ausap

- Hialina de Mallorypresencia o ausencia)

iv. Parametros de laboratorio

Las variables derivadas dies pardmetrs de laboratoriofueron las mismas en ambos
grupos de pacientes, a excepcion de las determinaciones retatasncon el VHC, el
algoritmo Fibotest y el recuento de linfocitos totales y su porcentaje relatigoge

Gnicamente se determinaron en logacientes con Hepatitis crénica Cas variables

fueron las siguientes:

- Pardmetros hematolégicoeemograma y coagulacion.

A Hemograma:hemoglobina(g/dL) hematocrito (%) volumen corpuscular
medio (fL), recuento de plaquetagx1C’k >,[recuento de leucocitos totales
(x10k >,[reéuento de linfocitogx1C >,[pascentaje de linfocitos (%)

A Coagulacion: actividad de prombina (%), razon internacional
normalizada(INR),ratio del tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPAr)

y fibrinbgeno (mgdL).

- Pardmetros Iguimicos bioquimica general, pruebas de funcion hepatica y

biomarcadores directos de fibrosis.
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A Bioquimica generalglucosa(mg/dL), urea (mg/dL), creatinina (mg/dL),
proteinas totales (g/dL) albimina (g/dL), bilirrubina total (mdL),
colesterol (mgdL), triglicéridos (mgdl), haptoglobina (mg/dL), agel
(mg/dL) yv Hmacroglobulina (g/L).

A Pruebas deuncion hepaticaAST (UI/L), AL(UI/L), GGT (UI/ALP(UI/L)

A Biomarcadores directos de fibrosidA (ng/mL), PIIINP (ng/mL) y THUP
(ng/mL).

- Indices mateméaticos para la estimacion del grado de fibrosis hepéasiea

calcularon con las férmulas matematicas pertinentega descritas en la

introduccioén

A EIf, Apri, Forns Fibrotest Fibrometer Fib-4, FibroQ, Hepascorey Via

Index

- Parémetros relativos al VHQ@Qomados @ los Servicie@ de Microbiologiae

Inmunologiadel Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca

A Genotipo viral (1 al 6)Carga viral (copias por millon su logaritmd y
Polimorfismo de la ILBECC, CT o TT)

3.3.2Recogida y procesamiento de las muestras

i. Recogida de las muestras

Todas las muestras parel estudio fueron obtenidas mediante puncion venosa
antecubital y tras 12 h de ayuno y un periodo de reposo de 20 minutos. La extraccion se

llevé a cabo por personal de enfermeria cualificado.

Tras la extraccion, la sangre se recogio en tubos de vacigamer (Becton Dickinson

and company, Nueva Jersey, E.E.U.U.) con diferentes aditivos. Se obtuvieron muestras de
sueo (tubo seco con silicong)lasma (tubo con citrato de sodio) y sangre total (tubo con
acido etilendiaminotretracéico tripotasico, EDRA Kg). El tubo de plasma se rellené de

manera que contuviese nueve partes de sangre y una parte de citrato sédico.
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La muestra de sangre total se utilizé para realizar el hemograma, después de la extraccion
y previa agitaciénLas muestras de plasmala de suerotras la retraccion del coagulo de
fibrina, fueron centrifugadas a 3500 revoluciones por minuto durante 20 minutos en una
centrifuga Kubota 5900 (Kubota Corporation, Osaka, JapénjCaldmediatamente
después de la centrifugacion, con la muestra plasma se ealizd6 el estudio de
hemostasia y la muestra de suero se alicuoydse congelGa -80°C para el andlisis

posteriorde los parametros bioquimicos.

ii. Procesamiento analitico de las muestras

El procesamiento analitico de las muestras se realizégnaimente en el Servicio de
Andlisis Clinicos del Hospital Unmgitario Virgen de la Arrixaca, a excepcion de las
determinaciones relativas al VHC, qoemo ya e ha comentado, se realizaron éus
Servicie@ de Microbiologiae Inmunologialel mismo hospitk por lo que no se incluyen en

este apartado.
V Hemograma

El tubo de EDTA para la realizaciéon del hemograseaanaliz6 en eéquipo Sysmex
XE500 (Roche Diagnostig®Este autoanalizadautiliza las teamologias de citometria de

flujo fluorescente y enfoquéidrodinamico.

La citometria de flujo tradicional combinada con el marcado fluorescente es el método
comunmente utilizado para el contaje y diferencial leucocitario. La medicién de la
fluorescencia revela la proporcion ndcleoplasma de cada célula figla
individualmente, permitiendo diferenciar las distintas poblaciones de leucocitos.
Mediante la proyeccién de un diodo lassabre las células y el andlisis combinado de su
dispersidnlateral (en funcion de la complejidad interna), frontal (en funaié@hvolumen)

y la fluorescencia del material de acidos nucleicesdetermina la clasificacion de cada

leucocito.

Los eritrocitos y plaquetas son contados en un canal exclusivo que utiliza como método
de deteccion la impedancia o corriente directa con tkcnologia de enfoque

hidrodinAmico. Discriminadores automaticos separan las dos poblaciones en base a
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algoritmos complejos. La intensidad del pulso eléctrico de cada eritrocito analizado es
proporcional al volumen celular. El hematocrito es determmddectamente en base al

recuentoy deteccion de volumen de cada eritrocito.

El analisis de hemoglobina se lleva aba conlauril sulfato de sodio, que caeun
producto estable con el grupo hemo de la hemoglobina y es analizado. La hemoglobina es
determinadaen un canal separado, minimizando la interferencia por concentraciones

altas de leucocitos.
V Coagulaciéon

El analisis de los parametros derivados del estudio de la hemostasiaéa ttabo en el

tubo de plasma anticoagulado con citrato, en el equipo ACP B00 CTS (Werfen®
Group) Este analizador permite, de manera completamente automatizada, realizar todas
las pruebas de coagulacion requeridas en un laboratorio clinico, utilizandoétodo
analitico foto-Optico coagulométrico, cromogénico o inmunolégicoen funcion de la

variable determinada.

Los parametros de la coagulacién que se tomaron como variables en este estudio fueron,
como ya se ha comentade| porcentaje de actividad de pmambina(ACTPREIl INR, el
TTPAr y el fibrinGgenoA excepcion delilfrinbgeno, todosestos pardmetros son
calculados. El célculo se realiza, a partirtaghpo de protrombina (TP) en el caso del
porcentaje de actividad de praimbina ydel INRy a partir del tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPA) en el casbTdePAr

Las variable TP, TTPA y fibrinbgerse determinan por un métoddoto-Optico
coagulométrico.Este método consiste ela irradiacion con luz roja a una longitud de
onda de 671 nnde una mezcla de plasma del paciente y reac{iyoe sera diferente @
funcién del analito)y la detecciordel cambio en la turbidez provocado por la formacién

del coagulo de fibrina, que se traduce en un cambio en la luz dispersad&.&a&hces

se calcula el tiempo de coagulacion, entendido como el tiempo requerido glaanzar la
cantidad de luz dispersada en la deteccion del punto de coagulacion, tomando como 0%
la cantidad de luz dispersada justo después del comienzo de la deteleclanmeacciony

100% la cantidad de luz dispersada que esta presente cuandadalacion es del 100%.
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El TP se calcutdilizando un reactivo que contie factor tisular recombinanteelipidado

con un fosfolipido sintético, mezclado con cloruro célcico, tampdn y conservantes. La
adicion de plasma del paciente, en presencia de ioaésa; inicia la activacion de la via
extrinseca de la coagulacion, que resulta finalmente en la conversion del fibrinbgeno en

un coagulo de fibrina.

LaACTPRes el porcentajede actividadcon respecto a un plasma normal, al que se le
supone una actividadiel 100%. El resultado del TP, que se expresa en segundos, se
convierte en un porcentaje de la actividad normal mediantex curva de referencia.
Cada laboratorio debe realizasu propiacurva mediante la preparacion y el analisis de

diluciones daun poolde plasmagitratados normales pertenecientessajetos sanos.

El factor tisular utilizado para la determinacién del TP es de origen humano, y en funcion
del lote, puede originar resultados de actividad variables. Esto, junto con la variabilidad
de los sitemas analiticos, da lugar a diferencias, que pueden ser significativas, en los
resultados de TP. Por tanto, con el objeto de normalizar los resultados de TP, se

desarrollo el INR, que se calcula mediante la siguiente formula:

TP paciente} 151

IA‘N -
h { TP control

El TP contraliebe calcularlo cadiaboratorio,utilizando un pool de plasmas normales de
individuos sanodd valor de indice deesisibilidad internacional (I1SI) viene asignado por el

fabricante para cada lote de reactivo.

En el test del TTRA&I plasma del paciente es incubado con una cantidad 6ptima de
fosfolipidos, una superficie de contacto cargada negativamente y tampon, lo que inicia la
via intrinseca de la coagulacién. Después de umabacion a 37° durante un
determinado periodo de tiempo, la adicion de cloruro célcico desencadena el proceso de

la coagulacién y se medira el tiempo necesario para la formacién del coagulo.

El TTPA también puede expresarse como un ratio entre el TéPpadente y TTPA
control. Cadalaboratorio debe establecer su propiol PA control, utilizando un pool de

plasmas de individuosanosrepresentativos de la poblacidacal.
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El fibrindgeno se determina de manera cuantitativa mediante el método de Clauwess, q
utiliza un exceso de trombin@e origen bovinopara convertir el fibrinbgeno en fibrina
en el plasma diluido. A concentraciones altas de trombina y bajas de fibrindgeno el nivel

de la reaccion esta en funcion de la concentracion de fibrindgeno.
V Bioqumica

Todas las determinaciones bioquimicas se realizaron en la muestra recogida en el tubo de
suero (tubo seco con siliconaruyo contenido séabia alicuotado y congelado-80°C
inmediatamente después de la centrifugacidén posterior a la extraccionvenaoncluido
el proceso de recoleccion de las muestras, estas fueron descongeladas para proceder al
analisis de las magnitudes bioquimicasre&iizé la descongelacion a°&, invirtiendo el
contenedor varias veces para asegurar la homogeneidad de lastraueAntes del
procesamiento de las muestras se comprobd la ausencia de restos de fibrina, en cuyo

caso se realizé una nueva centrifugacion.

Para el andlisis biodmico se utilizaron tres analizadoragtomatizados, eCobas 8000
(Roche Diagnostic®), lProSpec (Siemens Healthcare Diagnostics@®dvel Centauro
CP (Siemens Healthcare Diagnos@iys A continuacion se detallan los parametros

determinados en cadaquipo, asi como el principiandliticoutilizado.
A Cobas 800QRoche Diagnostic®)

En esta fataforma analitica modulase llevaron a cabo las determinaciones de glucosa,
urea, creatinina, proteinas totales, albumina, bilirrubina total, colesterol, triglicéridos,
AST, ALT, GGT y ALP. Todas las determinaciones se realizaron en eldmagiica
clinicac701 del equippy para cada una de ellas se utiliz6 en método que se explica a

continuacion:
V Glucosa

Test por radiacion ultraviolefautilizando el mdtodo de referencia enzimatico con
hexoquinasa.La hexoquinasdHK) cataliza la fosforilacion déa glucosa aglucosa6-
fosfato (G-6-P) por ATPLa glucos#®-fosfato deshidrogenaséG-6-PDH) oxida lglucosa

6-fosfato en presencia de NADP a glucor@tmsfato. No se oxidan otros hidratos de
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carbono. La velocidad de formacion de NADPH durante la iGea&s directamente
proporcionala la concentracién de glucosa, que se deternfotamétricamente.En la

figura25se ilustra de forma esquematica el procedimiento analitico empleado.

HK
Glucosa + ATP —— G-6-P+ADP

G-6-PDH
G-6-P + NADP+ — = gluconato-6-P + NADPH + H*

Figura 25Esquema representativo del principio del test paradterminacion de la glucosa.

V Urea

Test cinético con ureasa y glutamato deshidrogenaBameramente & urea es
hidrolizada por la ureasa a amonio y carbonakEn una segunda reaccion, el 2
oxoglutarato reacciona corl amonio en presencia de la glm@ato deshidrogenasa
(GLDH) y la coenzima NADH para produglutamato. En esta reaccién, por cada mol de
urea hidrolizada se oxidan dos moles de NADH a NAB+velocidad con que la
concentracion de NADH disminuye es directamente proporcional a la coaciém de
urea en la muestra y se mide fotométricamenteén lafigura 26 que aparece a

continuacion se ilustra de manera esquemagt@arocedimiento analitico empleado.

Urea + 2Hy0 _Ureasa, 5 NHg* + COs®

NH4* + 2-oxoglutarato + NADH _GLDA, L-glutamato + NAD* + H,O

Figura 26 Esquema representativo del principio del test para la determinacida drea.

V Creatinina

Test cinéticocolorimérico basalo en el método de Jaffé. En una solucion alcalina, la
creatinina forma un complejo amaritanaranjado con el picrato. La tasa de formacion de

colorante es proporcional a la concentracion de creatinien la muestraque se
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determina fotométricamente La prueba emplea la determinacion del blanco para
minimizar la interferencia por bilirrubina. Para corregir las reacciones inespecificas por
cromogenos necreatinina en suero plasma, como por ejemplias protehas y cetonas,

los resultadose corrigen end ¢ > Y-8,3 mg[dL)&n lafigura 27puede observarsde

manera esquematical procedimiento analitico empleado.

- . pH alcaling : : _
creatinina + acido —_ complejo amarillo-anaranjado

picrico

Figura 27 Esquema representativo del principio del test para la determinacida desatinina.

V Proteinas totales

Test colorimétrico.En solucion alcalina, el cobre bivalente reacciona con el enlace
peptidico de las proteinas formando el caracteristico complejo biuret purpareo. Con
tartrato sodicopotasico se impide la precipitacide hidroxido de cobre/ con yoduro
potasico se inhibe la autoreduccion del cobke. intensidad cromatica es directamente
proporcional a la concentrén de proteina y se determinfotométricamente. En la

figura 28se representa esquematicamengt procedmiento analitico empleado.

. solucion . i
proteina + Cu?* #ﬂ complejo Cu-proteina
dicaiina

Figura 28 Esquema representativo del principio del test para la determinacion de las proteinas
totales.

V Albumina

Test colorimétrico.Con un pH de 4,1 la albumina tiene un cardcter suficientemente
catibnicocomo para formaun compuesto con el verde de bromocresol (BECGprante
anionico, formando un complejo azul verdoa. intensidad del colorante azul verdoso es
directamente proporcional a laoncentraabn de albimina en la muestrasg determina
fotométricamente En lafigura 29seilustraesquematicamentel procedimiento analitico

empleado.
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pH 41
albimina + BCG ——=  complepo albimina-BCG

Figura 29 Esquema representativo del principio del test para la determinacion de la albumina.

V Bilirrubina total

Test colorimétrico.En un medio fuertemente acido y en presenale un agente
disolvente adecuado, la bilirrubina total se acopla a un i6n de diazbaiantensidad
cromatica del pigmento rojo azoico formado es directamente proporcional a la
concentracion de la bilirrubina total y se mide fotométricamerie. lafigura 30 puede
observarseel procedimiento analitico empleado de manera esquemaética.

acido

bilirrubina + ion de: diazonio — = azobilirrubina

Figura 30Esquema representativo del principio del test para la determinacién de la bilirrubina
total.

V Colesterol

Método enzimatico colorimétricd.os ésteres de cadeerol se desdoblan por la accién de
la enzimacolesterol esterasCE)a colesterol libre y acidos grasos. La colesterol oxidasa
(CHOD)atalizaentonces la oxidacién de colesterol a coléstn-3-ona y peréxidode
hidrogeno. En presencia de peroxiddB@D) el peroxido de hidrogenfmrmado produce

la union oxidativa del fenol y la-aminofenazonapara formar un colorante rojo de
qguinonaimina. La intensidad cromatica del colorante formado es directamente
proporcional da concentracion de colesterol, qee determina midiendo el aumento de

la absorbancia.En la figura 31 aparece representado de manera esquematieh

procedimiento analitico empleado de manera esquematica.
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CE
ésteres de colesteral + H2O I colesterol + RCOOH
CHOD
colesterol + Os _— colest-4-en-3-ona + HaOs
POD - T
colorante de quinona-imina + 4
2 HpO2 + 4-AAP + fenol — > q

Hs0O

Figura 31Esquema representativo del principio del test para la determinaciéoadesterol.

V Triglicéridos

Test enzimatico colorimétricoMediante el empleo deuna lipasa lipoproteicaLPL)
obtenida de mircoorganismedos triglicéridos se hidrolizatompleta y r@idamentea
glicerol, con la oxidacién subsiguiente a dihidroxiacafosfato y peroxido de hidrégeno.

El peroxido de hidrogeno formado reacciona bajo la accion catalitica de la peroxidasa con
la 4aminofenazona y 4lorofenolpara formar un cromégenmjo, el 4(p-benzoquinona
monoimino}fenazona La intensidad cromatica el colorante rojo formado es
directamente proporcional a la conceation de triglicéridos, que se determina
fotométricamente.En lafigura 32se ilustra esquematicamentd procedimiento analitico

empleado de manera esquemaética.

triglicéridos + 3H0  — &~ giicerol + 3 RCOOH

glicerol + ATP 64;‘/- glicerol-3-fosfato + ADP

Mg

. GPO
glicerol-3-fosfato + Og ——= fosfato de dihidroxiacetona + HaOs

. peroxidasa ) . o
H202 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol —— = 4-(p-benzoquinona moncimino)-fenazona + 2 HeO + HCI

Figura 32Esquema re@sentativo del principio del test para la determinacién de los triglicéridos.

V AST

Test cinético acordal método estandarizado por ederacion Internacional de Quimica
Clinica(IFCG)pero mejorado en cuanto al rendimiento y la estabiliddca AST déa
muestra cataliza la transferencia de un grupo amino entespartato y 2oxoglutarato
para obtener oxaloacetato y-glutamato. A continuacion y en presencia de la malato

deshidrogenasa (MDH), el oxaloacetato reacciona con NADH para formar NAD+.
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velocidad de oxidacion de NADH es directamente proporcionabatigidad catalitica de
la AST, queesdetermina midiendo la reduccion de la absorbanéa. lafigura 33 se

representa de manerasquenatica el procedimiento analitico empleado de manera

esquemdéica.
AST
|-Aspartato + 2-oxoglutarato —— = oxaloacetato + L-glutamato
MDH
Oxaloacetato + NADH +H* — = |-malato + NAD+

Figura 33Esquema representativo del principio del test para la determinacion de la AST.

V ALT

Test cinético acorde al método estandarizado potH&C pero mejorado en cuanto al
rendimiento y la estabilidadLa ALT cataliza la reaccion entre Ualanina y el 2
oxoglutarato. El piruvatéormado es reducido por NADH en una reaccion catalizada por la
lactato deshidrogenasa (LDH) para formatattato y NAD+La velocidad inicial de
oxidacion de NADH es directamente proporcional actividad catética de la ALT, ques
determina midiendo la reduccién de la absorbané&ia.lafigura 34puede observarse de

manera esgematica eprocedimiento analitico empleado.

. ALT .
L-alanina + 2-oxoglutarato ——=  piruvato + L-glutamato

piruvato + NADH + H* % L-lactato + NAD+

Figura 34 Esquema representativo del principio del test para la determinacion AleTa

V GGT

Prueba enzimatica colorimétricha-3f dzi I YA f G NI ya F S NI @lutamil NI y & F A €
de la k' -glutamil3-carboxi4-nitroanilida a la glicilglicinaLa cantidad de &amino-2-

nitrobenzoato liberada es proporcional a la isctad de la GGT en la muestra, que s
determinafotométricamentemidiendo el aumento de la absorbancién lafigura 35se

ilustra esquematicamentel procedimiento analitico empleado.
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GGT
L-y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + glicilglicina _—

L-y-glutamil-glicilglicina + 5-amino-2-nitrobenzoato

Figura 35Esquema representativo del principio del test para la determinacion de la GGT.

V ALP

Test colorimétricoEn presencia denes de magnesio y denz, las fosfatasas desdoblan
el p-nitrofenilfosfato a fosfato y fmitrofenol. El pnitrofenol liberado es directamente

proporcional a laactividad catalitica de la ALP, la cualdetermina midiendo el aumento

de la absorbanciakn la figura 36 se representaesquematicamente el procedimiento

analitico empleado.

ALP
p-nitrofenitfosfato + HoO — fosfato + p-nitrofenol

Figura 36 Esquema representativo del principio del test para la determinacion de la ALP.

A BN ProSpe(SiemendHealthcare Diagnosti@s

En este autoanalizadocompacto sdlevaron a cabo las deterimaciones de haptoglobina,
apolipgproteinaA-1 yh Hmacroglobulina. En los tres casos el métatio medidafue la

inmunonefelometria

Mediante la adicion de anticuerpos especificos contranalitb que se desea cuantificar,
se produce la formacién de inmunocomplej& este caso se utilizan antisuetimgidos

de origen animal producidos mediante la inmunizacioncdeejos con haptoglobina,
apolipgoroteinad-1 y" Hmacroglobulina humanas altamente purificadas. Al adicionarlos

a la muestra dgbaciente se forman los correspdientes inmunocomplejos.

Al agicar un haz de luz con una longitud de onda de 840 nandémetros a través de la

cubeta que contiene estos complejos, se producira la dispersion de la misroantidad
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de luz dispersada pdos complejossera proporcional a laoncentraciondel analito en

cuestionen la muestradel paciente

A Advia Centaurc€P Siemens Healthcare Diagnostics ®)

En este autoanalizada@ompactose llevaron a cabo las determinaciones de HA, PIIINP y
TIMRL1. En los tres casos se trata ue ensayae tipo sandwich a dos puntagie utiliza

la tecnologia de quimioluminiscencia directa

V HA

El ensayo utilizana proteina de unién al acido hialurénico (HAB&)to para la captura
como para ladeteccién de HA. El reactivo del cartucbontiene HABP conjugada con
éster de acridinio gl reactivo del pocillo auxiliar contiene HABP conjugadaisocianato
de fluoresceinaKITQ. La fase solida contienen anticuerpo monoclonal ar&ITC unido

de forma covalente a particulpsramagnéticas.

En una primera incubacion de 18 minutas37°C el anticuerpo monoclonal arEITC

unido de forma covalente a particulas paramagnéticas se unira a la HABP marcada con
fluoresceina, y esta a su vee unira al HA. En una segunda incubacion de otros 18
minutosa 37°Cse formaun sandwickentre el compl@ anterior yla HABP conjugada con

éster de acridinio. La mezcla se traslada a la célula de lectura donde, por magnetismo, las
microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del electrodo. Los elementos no
fijados se eliminan posteriormente, ka adicion de una solucién acida y una basica
generan el inicio de la reaccioguimioluminiscente cuya emision de luz se mide
directamente con un fotomultiplicadoExiste una relacion directa entre la cantidad de
actividad del HA en la muestra dehciente yla cantidad deunidades relativas de luz
detectadas por el sistemaEn lafigura 37 que aparece a continuaciéee observa

esquematicamente el procedimiento de medida.
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Proteina de unidn a
HA marcada con

Proteina
de union a HA

Fluoresceina iarcada con AE
NV

LAVADO y
t. Ij’ e
HA & —p —lp SENAL
i‘-‘,ﬁ r_-;i + Incubacion + Incubacion LUMINOSA
W 18 min _ 18 min
. LAVADO Tiempo para
Muestra del Paciente d
(20 pL) ar
resultado
Mab 58 min

Anti-fluoresceina

Reactivo
Ancillary
{100pL) Reactivo
Lite
Fase Sélida {200pL)
(200pL)

Figura 37 Esquema representativo del principio del test para la determinacion del HA

V PIIINP

El ensayo emplea dos anticuegpmonoclonalesle ratén: é primer anticuerpopresente
en el reactivo lite, es un anticuerpat&PIIINP marcado con éster deridinio. EI segundo
anticuerpo, presente en el reactivo del pocillo auxiliar, esamticuerpo antPIIINP
marcado con biotina. La fase sdlida contiene particpasmmagnéticas recubiertas de

estreptavidina.

En una primera incubacién de 2,#&inutos a 37°C las particulas paramagnéticas
recubiertas deestreptavidinase unenal anticuerpo antiPIIINP marcado con biotingue

a su vez se unira al PIIINEh unasegunda incubacion de rhinutos a37°Cse formaun
sandwich entre el complejo anterior el anticuerpo ati-PIIINP marcado con éster de
acridinio. La mezcla se traslada a la célda lectura donde, por magnetismo, las
microparticulas se fijan temporalmente a la superficie del electrodo. Los elementos no
fijiados se eliminan posteriormente, y la adicion de una solucién acida y una basica
generan el inicio de la reaccion quimiolumimiste cuya emision de luz se mide
directamente con un fotomultiplicador. Existe una relacion directa efgreantidad de

actividad del PIIINEn la muestra del paciente y la cantidad de unidades relativas de luz
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detectadas por el sistemaEn lafigura 38 que aparece a continuaciose observa

esquematicamente el procedimiento de medida.

mab1

Anti.PHIINP
marcado AF
LAVADO y

SENAL
’ LUMINOSA

% Mab2
+ Anti-PIIINP

Tiempo pars
B2 pan
3 ga N dar
Esteptavidina S R & resultado
18 min
Reactivo
Muestra del Ancillary Reactivo
paciente (100pL) Lite
(20 pL) (200pL)
Fase Sélida
(350pL)

Figura 38 Esquema representativo del principio del test para la determinacion del PIIINP.

V TIMR1

El ensayo emplea dos anticuerpos monoclogade raton antTIMRL: un anticuerpo
anti-TIMR1 marcado con éster de acridinio y un anticuerpo dntMR1 marcado con
FITC. La fase solida contiene un anticuerpo monoclonatFah@ unido de forma

covalente a particulas paramagnéticas.

Se realiza una Unica incubacion de 2niButosa 37°Cen la que se formara slandwich

entre el TIMPL, elanticuerpo andTIMR1 marcado con éster de acridinjoel anticuerpo
anti-TIMR1 marcado con FIT®@ su vez esteandwichse unira abnticuerpo monoclonal
anti-FITC unido de forma covake a particulas paramagnéticdsa mezcla se traslada a la
célula de lectura donde, por magnetismo, las microparticulas se fijan temporalmente a la
superficie del electrodo. Los elementos no fijados se eliminan posteriormente, y la
adicibn de una solucibnacida y una basica generan el inicio de la reaccién
quimioluminiscente cuya emision de luz se mide directamente con un fotomultiplicador.

Existe una relaciéon directa entta cantidad de actividad ddlIMR1 en la muestra del
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paciente y la cantidad de wades relativas de luz detectadas por el sisteBralafigura

39 que aparece a continuaciose observa esquematicamente el procedimiento de

medida.
Mah1
Anti-TIMP1
marcado
con AE
Mab2
Anti-TIMP1 LAVADO y
gllal'cgdcu con SENAL
+ uoresceina LUMINOSA
Incubacion
2.75 min .
Tiempo para
dar
resultado
Mab
Muestra del Anti-fluoresceina .
Paciente Reactivo 18 min
25 ul Lite
(25 L) (200pL})

Fase
Sdlida
(350pL)

Figura 39 Esquema representativo del principio del test para la determinacion del-TIMP

3.4 Andliss Estadistico

En las variables cuantitativas, para el estudio de ajuste a una distribucién normal se aplico
la prueba de Kolmogore8mirnov. Las variables continuas fueron representadas como
media + desviacidon estanday las vaables que no mostraronna distribucién normal se
representaron como la medianaahgo intercuartilicp (percentil 25percentil 75) Las
variables cualitativas se expresaron comfecuencia absoluta y frecuencia relativa en

porcentajes.

En el grupo de pacientes con VH@nto lascomparaciones entre loges subgrupos a
estudio,como los valores de cada biomarcador en funcion de las caracteristicas clinicas y
demograficas se realizaron mediante el tédgtovg o mediante el test KruskaWallis si

las variables no seguian una distrtion normalPor otro lado, en el grupo de pacientes

obesos sometidos a cirugia bariatridas comparaciones entre lodos subgrupos a
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estudio se realizaron mediante el test t Student, o mediante el tedflahn-Whitney si

las variables no seguian unattibucion normal.

Las variables cualitativas fueron comparadas mediante test deuadrado con test

exacto de Fisher, en caso de ser relevante.

Las correlaciones entre variables continuas se realizaron mediante el coeficiente de

correlacion de Pearsam Spearman, segun siguieran o no, una distribucion normal.

Se realizé un andlisis de regresion lineal multiple para estudiar la influencia que ejercen
sobre los biomarcadores directos estudiados (HA, PIINP y-T)jiMRBobre el algoritmo

ELF el resto deaviables continuas. Para ello se tomaron como variables dependientes los
citados biomarcadores directos y el algoritmo ELF, y se incluyeron como variables
independientes aquellas variables con un nivel de significacion <0,15 en el estudio de
correlacionesDe acuerdo al tamafio muestral, se incluyeron hasta un maximo de diez
variables independientes en el caso de los pacientes con VHC y seis en el caso de los
pacientes obesos. Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de
regresion linealse calculé la ecuacién que define, en el porcentaje indicado por el

coeficiente de determinacién, los valores de cada una de las variables dependientes.

Se establecieron curvas R@E los biomarcadores, des algoritmos matematicog de la

V¢ (esta ultimalnicamente en el caso de los pacientes obeguaa evaluar su capacidad

de discrimin&ién entre los individuos positivos y negativos para el evento fijado como
objetivo diagnostico Para aquellas variables en las que el AUC resulté significativa, se
cakuld el puntode corte 6ptimode discriminaciérde acuerdo al indice de Youdeel

cual maximia las diferencias entre los \d&aderos positivos y los falsos positivos
(206;207) asi como los valores de sensibilidad, edmmdad, valor predictivo positivo
(VPP) y valor predictivo negativo (VPABimismo, se realizé una comparacion de estas

variables mediante la diferencia de aressgun lodescrito porDeLong y cel(208)

Ademas,se realizé umanalisis de regredn logistica binaria, tomandoomo variable
dependientes el diagnosticale fibrosis significataen el grupo de pacientes con VHC y la
deteccion en la biopsia hepética de esteatosis junto con infiltraishdematorios,

balonizacion hepatocitaria, fibrosis o hialina de mallory en el grupo de pacientes obesos, y
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como covariables diversoshiomarcadore asi comdactores clinicoy variables derivadas

del estudio radiodiagnésticdSe realizd un analisis multivariado degresion logistica,
donde sencluyeron de entre todas las variables con ym0,15 en el analisis univariado
aquellas que presentaroun mejor nivel de significacién y se consideraron clinicamente
importantes para el modelo, obteniendo el modelo mas reducido posible que explicase
los datos, sin compromiso del rendimiento diagnéstige.considerd sigficativo un valor

de p<0,05.Con bs coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion
logistica se calcul6 la ecuacion que defiee el porcentaje indicado por el coeficiente de
determinacion, la probabilidad de que ocurra el evento consideraclamo variable

dependiente.

Para evaluar los distintos modelos de regresion logistica propuestos, se calculo el
estadistico chicuadrado de Hosmetemeshow (209) para todos los modelos,
considerando un nidede significacion d@<0,05como una calibracién inadeada.Asi
mismo, se valoré la capacidad de discriminacién de cada modelo, calceleestadistico

¢ mediante la creaciémle curvas RQG se obtuvieron los puntos de corte 6ptimde
acuerdo al indice de Youden, los valores de sensibilidad, espedficiiRP y VPN.
Ademas, en el caso del grupo de pacientes con hepatopatia por VHC, los modelos de
regresion logistica elaborados para el diagnéstico de fibrosis significativa, se evaluaron
para el diagnostico de cirrosis, calculando los puntos de corte Optitos valores de

sensibilidad, especificidad, VPP y VPN pertinentes.

S compararon los estasticos ¢ de cada modehoediante la diferencia de are4208)
Del mismo modo, en el grupo de pacientes obesss,compararon las AUC de los
modelosde regresiorconlas obtenidas cotos biomarcadores y algoritmoAsi mismae
calculo & indice de @criminacién integrado (IDI) para cada modglbcomo describio

Pencina y col@10)
El nivel de significacion estadistica utilizado en los contrastes deehip fue dg<005.

El analisis estadistico se realiz6 a travéfdprogramas Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS), version 16.0 para sistema operatidowgi (SPSS, Inc, Chicago, EE.UU.)
y MedCalc Statistical Software version 15.2.2 (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgium).
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Pacientes y métodos

3.5 ComitéRico y Consentimiento Informado

H Comité Etico de Investigacion Clinael HospitalClinicoUniversitario Virgen de la

Arrixacaautorizo la realizacion del estudio (ver anefog 2.

Todos los pacientefsieron informados en detalle del estudio y dieron singentimiento

firmado para la participacion.

Solohan tenido acces@ los datos clinicos los facultativos de los \8epbs de Aélisis
Clinicos RadiodiagnésticoDigestivo,Cirugia General y délparato DigestivoAnatomia
Patologica y Microbiologia, asegurandose la confidencialidad de los mismos,

estableciendo un protocolo pertinente para ello.
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V. RESULTADOS







Resultados

El andlisis de los resultados se realizé de forma indepetadien los dos grupos de
estudio, el grupo compuesto por pacientes con hepatitéicaC y el grupo de pacientes

obesos sometidos a cirugia bariatrica.
Los resultadose abordaron de manera especife@ada uno de los objetivos planteados.
4.1 PACIENTES CON HEPATOPATIA CRONICA POR VHC

4.1.1 Objetivo 1: Estudiar las caracteristicgeneralesde los pacienteson hepatopatia
cronica por \HC seguidos de manerperiodica en las consultas de dpatologia de

nuestro hospital descripcionde la poblacion total y de los grupos de estudio.

Serealiz6é un estudio observacional transversaluna poblacién formada pdi07 pacientes
monoinfectados por VH@Que asisten aconsulta parael seguimiento de rutinade su
patologiaen el Servicio de Digestivo del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
(Murcia).

i.  Caracteristicas de la poblacién global de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo de las caracteristicas de la pobkde estudio, incluyendo

las variables demograficas, clinicas y analiticas.

Las caracteristicademograficas y los parametros clinicos relativos al VHC de la poblacion

total se describemn latabla 13.
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Resultados

Variables demograficas y clinicas de laytecion total
(n=10%
Edad (afios) 47,92+1150
Sexo Mujeres. 36,4% (n39)
Hombres 63,68% (n689)
Tratamiento antiviral St 40% (n36)
(n=90) No: 60% (n54)
Genotipo vral 1:76,80 (n73)
(n=95) 2:2,1% (n=2
3:11,86(n=1)
4:8,4%(n=9
5:1,1%(n=))
Carga viral 1687227619408,53459799 copias/millon
(n=74) Loaaritmo: 6,158,63
Polimorfismo IL28 CC24,6% (n=15)
- 62,3% (n=
(n=61) CT:62,3% (n=38)
TT:13,1% (n=8)

Tablal3: Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblaciéh tos datos se expresan como
mediatdesviacion estandar, % y n (nimero de casesgdiana [rango intercuartilico].

A continuacién, en laabla 14, pueden observarse los resultados de las variables

derivadas del estudio radiodiagnéstico en la poblacddadal:
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Resultados

Estudio Radiodiagndstico

(n=107%
Ve (n/s) 1,4[1,2-2,02]
Si No

Signos Ecogréficos de 60,990 39,01%
Hepatopatia Crénica n=57 n=50
Hepatomegalia 3% 2
P 9 n=8 n=99
—_ i 2,8% 97, 2%
splenomegalia n=3 n=104

. , ) 8,4% 91,8%
Hipertrofia del Lobulo Cadado n=9 n=08
. o 14% 86%
Heterogeneidad del Parénquima n=15 n=92
. 21,%% 78,%%
Superficie Nodular n=23 n=84
, 15% 85%
Esteatosis n=16 n=91
. > 1,9% 98,1%
Hipertension Portal n=2 n=107
- 0% 100%
Ascitis n=0 n=100

Tablal4: Resultados del estudio ramtliagndstico en la poblacién totdlos datos se expresan como
mediana [rango intercuartilicoy yn (nimero de casos)/c: velocidad de onda de coriea variable signos
ecograficos de hepatopatia crénica se consideré positiva en aquellos pacienteegartpban al menos
uno de los signos ecograficos evaluados.
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Losresultados de loparamdros hematoldgicos y las magnitudes bioquimicas obtenidos

en la poblacion global se describen entldsas15-16 que aparecen a continuacion

Parametros hemablégicos
Poblacion total Valores de

de estudio (n=107) referencia
Hb (g/dL) 14,89+1,84 13,517,5
Htc (%) 44,07+4,81 41-53
VCM (B 90,10+£6,54 80-100
Plaquetas (x1& > [ 0 202,45168,81 150-350
Leucocitos (x1& > [ 0 7,75+2,06 45011
Linfocitos(x10k > [ 0 2,73+0,93 1-4
Linfocitos (% 35,83+9,56 22-44
ACTPR (%) 91,32+15,15 70-100
INR 1,01[1-1,10 0,901,20
TTPAr 0,99[0,9401,07 0,801,30
Fibrin6geno (mg/dL) 240,3)+44,60 238498

Tablal5: Descripcién de Igsarametros hematolégicosn la poblacion total.ds datos se expresan como
mediaidesviacién estandar mediana [rango intercuartilicoHb: hemoglobina, Htc: hematocrito, VCM:
volumen corpuscular medio, ACTPRde actividad de protrombina, INR: razon internacional normalizada,
TTPAr: ratio del tiempo parcial de tromboplastina activada.
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Parametros bioquimicos
Poblacion total Valores de

de estudio (n=107) referencia
Glucosamg/dL) 86[76:99 74-106
Urea(mg/dL) 31[2537] 1050
Creatinina(mg/dL) 0,82[0,730,97 0,701,20
Proteinas Totale¢g/dL) 7,5610,52 6,4-8,3
Albimina(g/dL) 4,57+0,38 3,55,2
Bilirrubina Total(mg/dL) 0,58+0,30 0,051,20
Colesterol(mg/dL) 175,42+38,84 0-190
Triglicéridos(mg/dL) 111[83159 0-150
Haptoglobina (mg/dL) 105,65+49,46 30-200
ApoA-1 (mg/dL) 157,19+27,61 110-215
h- Hmacroglobulina (g/L) 3,27+1,10 1,33
AST (UI/L) 39[3061] 5-40
ALT (UI/L) 68,35+53,35 5-41
GGT (UI/L) 47[26113 10-71
ALP (UI/L) 86,95+32,83 40-130

Tablal6: Descripcion de los parametros bioquimicos en la poblacién tatsldatos se expresazomo
mediaidesviacién estandar mediana [rango intercuartilicoppoA-1: apolipoproteina Al, AST: aspartato
FYAY2GNI yaFSNrals [ ¢Y FkgfutanilkayfisterasayYPL B siakibajblgafind. NI & |
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En latabla 17 que aparece a continuacion sketallan los resultados de los algoritmos
matematicos para la estimacién del grado de fibrosis hepatica obtenidos en la poblacion

total de estudio.

Algoritmos Fibrosis
(n=107%

Apri 0,40[0,300,85]
Forns 5,562 2,53
Fibrotest -0,04°2,02
Fibrometer -2,33[(-3,58)}(-0,01)]
Fib-4 1,32[0,842,31]
Fibro-Q 2,03[1,233,58]
Hepascore 0,45[0,170,89]
Via Index 2,07[1,792,80]

Tablal7: Descripcién de laalgoritmos matematicoen la poblacién total.ds datos se expresan como
mediaidesviacion estandar mediana [rango intercuartilico].

ii. Caracteristicas de los grupos de estudio

Como ya se ha descrito en el apartado de sujetos y métddgoblacion fueslasificada
en tresgrupos de estudien funcion de grado de fibrosis hepética de acuerdo a la Vc
aportada mr la técnica Arfi, utilizando los puntos de corte para poblacién europea

indicados en el estudio dgporea yols(198)

A Grupo 1 (n=3B Pacientes con Vc <1,21 m/s, equivalente a los graddsl ik
fibrosis hepaticaegun la escala Metauvir.

A Grupo2 (n=40t I OASYy GSa O2y m/s @quixaetaiaios gradosMZ T n
F3 de fibrosis hepatica segun la escala Metavir.

A Grupo 3 (n=34)t I OA Sy (iSa O2 sgquivalénte gingtadorF4 dé Kildrosis

hepatica segun la escala Metavir.
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Resultados

Se realiz6 un estudio descriyd de las caracteristicas de los tres grupos de pacientes,

incluyendo las variables demogréficas, clinicas y analiticas.

Las caracteristicademograficas y los pardmetros clinicos relativos al VHC de los tres

grupos de pacientes se describen latabla 18. Unicamente se observaron diferencias

significativas en el caso de la edpd@,001,gréfical).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p
(n=33 (n=40) (n=34)
Edad (afos) 43,26:10,95 46,58t11,52 53,26t9,89 0,001
S F: 33,3 (n41) F: 40% (n=.6) 3286 (1) | 09
M: 66,%6(n=22) M: 60% (n=24) M: 67,8% (n23) ’
Z;?it\‘;’}f;'lemo St 27,5% (n9) St58,6% (48) | SE33,36 (140 | (6o
(n=90) No: 72,419%n=21) No: 41,4%(n=13) No: 66,79%dn=20) '
1: 92% (n23) 1: 74,3% (n=26) 1: 69,6 (n23)
Genotipo 2:0% (nH) 2:5, % (n2) 2:0% (n9)
Viral 3:8% (n2) 3:5,7% (n=2) 3:21,2 (nF) 0,079
(n=95) 4: 0% (nH) 4:14,3% (n5) 4:6,1% (n2)
5:0% (n®) 5:0% (nd) 5:3% (nd)
Logaritmo
Carga viral 6,0510,55 6,13+0,65 6,24 £Q71 0,629
(n=74)
Sl i CC23,9% (n=4) CC18,2% (n=4) | CCB33,3% (n=7)
IL28B CT:70,66 (n=12) CT68,20 (n=15) | CT47,66 (n=10)| 0,513
(n=61) TT:5,% (n=1) TT:13,6% (n=3) TT:19% (n=4)

Tablal8: Caracteristicas demograficaglhicas de los grupos de estudims datos se expresan como
mediatdesviacion estandar, % y n (nimero de cagosexo femenino, M: sexo masculino.
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Grupos de Estudio

Gréfical: Valores de la edad en funcién del grupo de estudio

En latabla 19 pueden observarse los relsados de los parametros derivados del estudio
radiodiagndstico en cada uno de los tres grupos de estudio. Mostraron diferencias
significativas las variables Vp=0,0001), signos ecograficos de hepatopatia cronica
(p=0,0001), esplenomegaliap£0,040), hiprtrofia del I6bulo caudado pE0,010),
heterogenicidad del parénquim@a<£0,001) y superficie nodulgp£0,000).
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

(n=33 (n=40) (n=34) P
Ve (m/s) 1,10[1,051,200 | 1,40[1,301,58 | 2,10[2,032,70 | 0,0001
Si No Si No Si No

Signos Ecografos de | 21,260 | 78,80 | 42,50 | 57,%% | 76,36 | 23,56 | 0,000L
Hepatopatia Cronica| n=7 n=26 | n=17 | n=23 | n=26 n=8

Hepatomegalia 6,1% | 93,9 | 7,50 | 92,9 | 8,80 | 91,26 | 0,937
n=2 n=31 n=3 n=37 n=3 n=31

Esplenanegalia 0% 100% 0% 100% | 8,8% | 91,26 | 0,040
n=0 n=33 n=0 n=40 n=3 n=31

Hipertrofia del 31% | 96,9 | 2,5% | 97,36 | 20,606 | 79,44 | 0,010
Lébulo Caudado n=1 n=32 n=1 n=39 n=7 n=27
Heterogenicidad 31% | 96, 9% | 7,5% | 92,%% | 32,%% | 67,66 | 0,001
del Parénquima n=1 n=32 n=3 n=37 | n=11 | n=23

Superﬁcie Nodular 9,1% 90,9)/0 10% 90% 47,1% 52,9)/0 01000]_
n=3 n=30 n=4 n=36 | n=16 | n=18

Esteatosis 6,1% | 93,9 | 2250 | 77,50 | 14,20 | 85,3 | 0,174
n=2 n=31 n=9 n=31 n=5 n=29

Hipertension Portal 0% 100% 0% 100% | 5% | ¥9P1,4 | 0,119
n=0 n=33 n=0 n=40 n=2 n=32

Tablal9: Resultados del estudio radiodiagnéstico en los tres grupos de paci¢otedatos se expresan
comomediana [rango intercuartilico], Yanynimero de casos)/c: velocidad de onda de coriea vaiable
signos ecograficos de hepatopatia cronica se consideré positiva en aquellos pacientes que presentaban al
menos uno de los signos ecograficos evaluados.

Para evaluar la influencia de la inflamacién hepética en la medida de la Vc estudiamos si
dentro de cada grupo de estudio se observaban diferencias en los valores de Vc en

funcién de los valores de ALHn latabla 20 que se observa a continuaci@parecen los
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valores de Vc de cada uno de los tres grupos estratificados en funcion del valor de ALT. En

ninguno de los casos se observan diferencias significativas.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(n=33 (n=40) (n=34)
ALT (UI/L) ALT (UI/L) ALT (UI/L)
XXKn m >41 XKn m >41 Ko m >41
(n=12 (n=21) (n=18) (n=22) (n=7) (n=27)
Ve 1,12[1,02 | 1,10[108 | 1,40[1,30 | 1,43[1,30 | 2,50[1,89 | 2,40[2,10
p 0,381 0,274 0,771

Tabla 20: Valores de la velocidad de onda de corte (Vc) estratificados en funcidén de grupos de estudio y los
valores de ALT.

A continuacién, en lagablas 21-22, se describen las variables hematoldgicas y
bioguimicas de los pacientes divididos por grupos de estihocuanto a las variables
hematolégicas(tabla 21), £ encontraron diferencias significativas para las variables
hemoglobina 1§=0,022, VCM f=0,024), recuento de plaquetag€0,0001;gréfica2) y de
leucocitos p=0,008, porcentaje de linfocitog€0,001;grafica3), porcentaje de actividad
de protrombina(p=0,002 e INR(p=0,002.

En referencia a las variables bioquimié@bla 22), mostraron difeencias significativas
entre grupos las variables gluco§a0,036, albumina(p=0,0001;grafica4), bilirrubina

total (p=0,011), triglicéridos (p=0,016% -macroglobulina(p=0,0001; gréafica 5), AST
(p=0,0001;gréficab), ALT{p=0,013, GGTp=0,001) y ALRp=0,0001;grafica?).
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Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

(n=33 (n=40) (n=34) P
Hb (g/dL) 15,64+1,80 | 14,77+190 14,45+167 | 0,022
Htc (%) 45,414 52 43,95+5,33 43,10+4,35 0,127
VCM (D) 89,22+4,53 88,77+8,10 92,65+5,52 0,024
Plaquetas (x18& > [ | 23406+61,33 | 213205890 | 161,32+68,55 | 0,0001
Leucocitos (x1% > [ | 8,69+1,94 7,51+2,03 7,18+2,00 0,008
Linfocitos(x10« > [ { 2,63+0,83 2,88+0,95 2,71+1,01 0,526
Linfocitos (% 30,84+9,23 37,68+8,98 38,68+8,65 0,001
ACTPR (%) 96,48+11,74 93,38+13,24 83,94+17,77 0,002
INR 1[1-1,1G 1[1-1,1G 1[1,101,20 | 0,002
TTPAr 1[0,941,06] | 0,99[0,931,06]| 0,98[0,931,09| 0,905
Fibrinbgeno (mg/dL) | 23252+36,14 | 234,08+33,09 | 24853t5384 | 0,223

Tabla21: Descripcién de lgsarametros hematoldgicos en los tres grupos de estuldis datos se expresan
como mediaslesviacion estandar mediana [rango intercuartilicoHb: hemoglobina, Htdhematocrito,
VCM: volumen corpuscular medio, ACTPR: % de actividad de protrombina, INR: razén internacional
normalizada, TTPAr: ratio del tiempo parcial de tromboplastina activada.
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Gréfica2: Recuento de plaquetas en funcién del grupo de estudio.
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Gréfica3: Valores del porcentaje de linfocitos en funcién del grupo de estudio.
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Resultados

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

(n=33 (n=40) (n=34) P
Glucosa(mg/dL) 81[72-91] 86[78,5096,29 90,50[74,8135 | 0,036
Urea(mg/dL) 32[24-37] 29,50[2535,79 32[26,5038,79 | 0,531
Creatinina(mg/dL) 0,85[0,730,95 0,79[0,730,99 0,83[0,711,04 | 0613
Proteinas Totalegg/dL) 7,61+0,45 7,56+0,43 7,56+0,67 0911
AlbUmina(g/dL) 4,7710,35 4,64+0,22 4,3240,43 0,0001
Bilirrubina Toal (mg/dL) 0,48t0,22 0,60+0,20 0,69+0,42 0,011
Colesterol(mg/dL) 179,5840,79 177,0342,76 168,59%32,89 0,490
Triglicéridos(mg/dL) 97[75131] 110,50[75161,9 | 125,5[99225,5 | 0,016
Haptoglobina (mg/dL) 118,86+48,31 107,84:47,54 91,02:50,25 0,071
ApOoA-1 (mg/dL) 164,74:29,81 156,9325,70 150,6126,75 0,119
h - Hmacroglobulina (g/L) 2,931,03 3,02:0,93 3,8%1,14 0,0001
AST (UI/L) 37[2546] 35[29,2549, | 68[39,75118,4 | 0,0001
ALT (UI/L) 53,7132,32 62,85t55,44 90,4161,06 0,013
GGT (UI/L) 44[20-71] 40,50[23,2591,8 | 102,5[43,8240,3 | 0,001
ALP (UI/L) 78,7H127,11 78,63:29,44 106,0932,28 0,0001

Tabla22: Descripcién de los parametromhbuimicos en los tres grupos de estudios datos se expresan
como mediatiesviacion estandar mediana [rango intercuartilicoApoA-1: apolipoproteina-1, AST:
FALI NIFG2 FYAY2GNI ya¥TSNI al = -dufatilfansfefabay ALY fosfdta¥al y 2 (1 NI
alcalina.
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Gréfica6: Concentraciones de ASAspartato aminotransferasan funcién del grupo de estudio

ALP (UI/L)

Grupos de Estudio

Gréafica7: Concentraciones de Al(fdsfatasa alcalinagn funcion del grupo de estudio
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Resultados

En latabla 23 pueden observarse #oresultados de los algoritmos matematicos para la
estimacion del grado de fibrosis hepética en los tres grupos de pacientes. Tal como se

observa, en todos los casos se encontraron diferencias significativas.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
(n=33 (n=40 (n=34) P
Apri 0,39[0,250,53] 0,39[0,300,58] 0,98[0,572,66] 0,0001
Forns 4,09 1,62 5,27 2,82 7,14 2,04 0,0001
Fibrotest -0,83°1,86 -0,232,62 0,891,35 0,002
Fibrometer | -3,31[¢4,1)(-2,19)] | -2,35[¢3,46}(-1,2)] | 0,72[¢1,75)}4,90] | 0,0001
Fib4 1,11[0,72-1,35] 1,17[0,801,84] 2,51[1,535,60] 0,0001
FibroQ 1,57[0,972,23] 1,76[1,172,70] 3,43[2,515,54] | 0,0001
Hepascore 0,23[0,110,62] 0,30[0,180,73] 0,96[0,720,99] 0,0001
Via Index 1,74[1,621,92] 2,04[1,902,28] 3,29[2,733,49] | 0,0001

Tabla23: Descripcién de loalgoritmos matematicos en cada uno de los grupos de pacietiegiatos se
expresan como mediatesviacion estandar mediana [rango intercuartilico].

4.1.2 Objetivo 2: Determinar el intervalo de valores existentes en nuestra pobBlaciel
algoritmo ELF y de los biomarcadores directos HA, PIIINP y -LIM®aluar sus valores
en funcion de las caracteristicas clinicas, demogréafigasogréaficas de los pacienteg,

estudiar su asociaciéon con el resto de variables continuas.
i. Valores deHA, PIIINP, TIMPy ELF

Se determinaron las concentraciones de los biomarcadores HA, PIINP 1, Ty\VHe
calcularon los valores del algoritmo ELF en la paiatotal y en los tregrupos de
pacientes Los resultados se muestran en lablas 24-25. A continuacién se ilustran

estos resultados graficamentgréficas8-11).
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Poblacion total
(n=107)
HA (ng/mL) 53,81[24,25121,83
PHINP (ng/mL) 10,03[8,0413,67
TIMP1 (ng/mL) 276[226,85356,69
ELF 9,93°9,65

Tabla24: Descripcion de los biomarcaiks directos y del algoritmo ELF en la poblacion total. Los datos se
expresan como mediatdesviacion estdndanediana [rango intercuartilicoHA: acido hialurénico, PIIINP:
péptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidortisular de lametaloproteasa tipo uno,
ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

(n=33 (n=40 (n=34 P
HA (ng/mL) 27,43[14,7657,97 | 39,06[24,7683,69 | 160,56[90,22466,1 | 0,0001
PIIINP (ng/mL) 8,44[5,9410,02 9,44[7,8611,83 | 14,07[L0,5418,34 | 0,0001

TIMR1 (ng/mL) 263,8[208,8283,7 |245,9[188,2285,67 | 419,9[329,8498,4 0,0001

ELF 9,05°0,84 9,60°1,06 11,101,24 0,0001

Tabla25: Descripcion de ldsiomarcadores directos y del algoritmo ELF en cada uno de Ipegde
pacientes Los datos se expresan como mediasviacion estandar mediana [rango intercuartilicoHA:
acido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres,-TilfiRibidor tisular de la

metaloproteasa tipo unolzLF: Test dabfosis Hepatica mejorado
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Graéfica8: Concentraciones de acido hialurénico (HA) en los tres grupos de estudio.
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Gréfica9: Concentraciones dgéptido aminoterminal de procolageno tipo tréBIIINP en los tres grupos de
estudio.
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Grafical0: Concatraciones danhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno (THHPen los tres grupos
de estudio.
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Gréficall: Valoresde ELFTest de Fibrosis Hepatica mejorg@m los tres grupos de estudio.
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Resultados

ii. Valores deHA, PIIINP, TIRI1 y ELF en funcién das @racteristicas clinicas,

demograficag/ ecogréficas

Se calcularoros valores de cada biomarcadpdel algoritmo ELF en funcién del sexo, el
genotipo viral, el polimorfismo de la ILR8 la presencia de signos ecograficos de

hepatopatia cronicdtablas26-28).

Tal como aparece reflejado, se obtuvieron diferencias significativas en las
concentraciones de los biomarcadores PIlIIpED026) y TIMR (p=0,045) en funcién del
polimorfismo de la ILZB En ambos asos, los valores mas bajos corresponden al

polimorfismo mayoritario en la poblacién, el Giabla 27, graficas 1213).

Por otro lado, se observaron diferencias significativas en funcion de la presencia de signos
ecogréficos de hepatopatia cronica para el H&0(001), PIINPp£0,001), TIMA
(p=0,0001)y ELF@=0,0001), encontrandose los mayores valores en los pacientes que si

presentaban signos de hepatopatia crénica en la ecogftatita 28, gréafical4).

Con el resto de variables clinicas estudiadas, asi como con el sexo, no se observaron

diferencias significativas.

Sexo
Masculino Femenino p
[63,6% (n=68)] [36,4% (n=39)]
HA (ng/mL) 57,92[27,43105,17] 49,38[22,57158,54] 0,665
PIIINP(ng/mL) 10,03[8,0414,16] 9,97[7,8513,61] 0,995
TIMP1 (ng/mL) 283,2[240,2335,8] 265,75[209,08377,07] 0,533
ELF 9,96+1,35 9,86+1,37 0,717

Tabla26: Concentraciones de los biomarcadores HA, PIIINP yTMRilores del algoritmo ELF en funcion
del £xo. Los datos se expresan como mediatdesviacion estandediana [rango intercuartilicoHA:
acido hidurénico, PIIINPpéptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidor tisular de la

metaloproteasa tipo unokELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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Genotipo Viral
1 3 2-4-5 p
[76,8% (n=73)] [11,6% (n=11)] [11,6% (n=11)]
HA 50,24[24,98113,78] 93,45[41,15167,64] 51,64[33,4835,41] | 0,159
PIINP 9,72[7,6713,63] 12,80[8,9415,66] 10,98[8,2012,38] 0473
TIMR1 | 275,1[225,32356,72] 329,9[302,1458,2] | 268,85[172,9424,07] | 0,060
ELF 9,93+1,43 10,61+1,78 9,84+1,18 0,2%
Polimorfismo IL28
CC CT TT p
[24,6% (n=11 [62,3% (n=34 [13,1% (n=3
HA 45,37[22,79181,1] 35,57[21,24103,65] | 104,13[48,36439,43] | 0,216
PIINP 12,63[9,2314,16] 8,99[7,5510,36] 11,65[9,1718,08] 0,026
TIMR1 286,9[244,44311] 264,9[211,95306,4] | 319,4[292,27526,75] | 0,045
ELF 10,03+1,63 9,62+1,40 10,66+1,30 0,174

Tabla27: Concentraciones de los biomarcadores HA, PIIINP yTMRilores dealgoritmo ELF en funcién

del genotipo viral y del polimorfismo de la IIB2Bos datos se expresan como mediatdesviacion estandar o

mediana [rango intercuartilicol.os valores de HA, PIIINP y THM$e expresan en ng/mL. HA: acido
hialurénico, PIIINRaéptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidor tisular de la
metaloproteasa tipo unoELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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Grafica 12Concentraciones dgléptido aminoteminal de procolageno tipo tres (PIIINP) en funcién del
polimorfismo de la ILZR
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Gréfica 13 Concentraciones déhhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno (TIMP en funcién del
polimorfismo de la ILZR
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Signos ecograficos de hepatopatia cronica
Si No p
[60,996 (n57)] [39,01% (n50)]
HA(ng/mL) 93,32[36,09209,46] 37,87[22,4681,31] 0,001
PHINP(ng/mL) 12,07[9,5316,30] 8,99[7,2711] 0,001
TIMR1 (ng/mL) 320,25[265,9134,57] 253,60[213,2298,1] 0,0001
ELF 10,41+1,50 9,49+1,03 0,0001

Tabla28: Concentraciones de los biomarcadores HA, PIINP yTiMRilores del algoritmo ELF en funcion
dela presencia de signos ecograficos de hepatopatia crdnisadatos se expresan como mediatdesviacion
estandar omediana [rango intercuartilicoHA: acido hialurénico, PIIINgE&ptido aminoteminal de
procolageno tipo tres, TIME: inhibidor de la metalproteasa tipo unoELF: test de fibrosis hepatica
mejorada.
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Gréfical4: Valoresde ELFTest de Fibrosis Hepatica mejord@m funcion de la presencia de signos
ecograficos de hepatopatia crénica.
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iii. Correlaciones

Para estudiar la asociacién de losrharcadores directos y del algoritmo ELF con el resto
de variables continuas se realizd un estudio de correlaciones, incluyendo las variables
demogréfica, los parametros clinicos relativos al VHC, los pardmetros hematolégicos y
bioquimicos, los biomarcades directos de fibrosis, asi como con la velocidad de onda de
corte (Vc) obtenida en el estudio radiodiagnéstico. Los resultados se muestran en las

siguientegablas29-34.

Tal como aparece reflejado entkbla 29, se constatd una correlacion signifisatientre
la edad y el HA, TIMPy ELFpE0,0001 graficalb).

HA PIIINP TIMP1 ELF
Edad r=0,471 r=0,103 r=0,484 r=0,414
p=0,0001 p=0,298 p=0,0001 p=0,0001
Logaritmo r=0,148 r=0,139 r=0,218 r=0,193
Carga viral p=0,220 p=0,249 p=0,069 p=0,109

Tabla29: Correlaciones de los biomarcadores HA, PIIINP,-TIyfl algoritmo ELF coa kdad v el
logaritmo de la carga virdHA: &cido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres,
TIMR1: inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo ureLF: test de fibrosis hepatica mejorada.

14,00—5
12,00—?
= 10,00—?
a,oo—é

6,00 :

Edad (afios)

Gréfica 15Correlacion del ELF (test de fibrosis hepética mejorada) con la edad.
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En cuanto a las correlaciones de los biomarcadores directos entre si, se constatd un

resultado significativo en todos los cagtabla 30).

HA PIIINP TIMP1
HA ] r=0,470 r=0,617
p=0,0001 p=0,0001
PIIINP r=0,470 ] r=0,462
p=0,0001 p=0,0001
TIMP1 r=0,617 r=0,462 )
p=0,0001 p=0,0001

Tabla30: Correlaciones de los biomarcadodisectosHA, PIIINP, TIMPentre si nsmos.HA: &cido
hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres, TMfhibidor de la
metaloproteasa tipo uno.

En referencia a los parametros hematoldgicftabla 31), se observd correlaciéon

significativa de los tres biomarcadordsectos y del ELF con el recuento de plaquetas

(grafical6), la ACTPR y el INR. Ademas, el HA y el ELF correlacionaron con el porcentaje

de linfocitos, el PIIINP y el ELF con los leucocitos totales, etITBdR el volumen

corpuscular medio y el PllINBn la hemoglobina y el hematocrito

Con los parametros bioquimicos también se observaron diversas correlaciones

significativastébla 32). Los tres biomarcadores y el algoritmo ELF correlacionaron con la

3f dzO2al =

I £ 6§ YA Y kriacrofldbulinafgréfical?). Ai migmo, 2D ¢ &

ELF y el PIIINP correlacionaron con la bilirrubina, y el PIIINP también con el colesterol y la

haptoglobina. Ademas, los triglicéridos correlacionaron de manera significativa con todos

los parametros a excepcion dellINP, la ALT con todos a excepcion del HA, y lapoA

con todos a excepcion del TIMP

Por otro lado, tanto

los biomarcadores directos como el

ELF correlacionaron

significativamente con todos los algoritmos matematicos para el calculo del grado de

fibrosis fabla 33) y con la V¢ proporcionada por la técnica Aslbka 34, grafical8).
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HA PIINP TIMP1 ELF

Hb r=0,068 r=-0,255 r=0,042 r=-0,144
p=0,494 p=0,009 p=0,667 p=0,143

Hic r=0,026 r=-0,221 r=0,068 r=0,0%
p=0,795 p=0,023 p=0,490 p=0,331

VCM r=0,160 r=0,032 r=0,379 r=0,172
p=0,104 p=0,746 p=0,0001 p=0,079

Plaguetas r=-0,476 r=0,519 r=-0,304 r=-0,496
q p=0,0001 p=0,0001 p=0,002 p=0,0001
Leucocitos r=-0,169 r=-0,317 r=0,154 r=-0,293
- p=0,084 p=0,001 p=0,116 p=0,002
Linfocitos r=0,003 r=0,118 r=0,061 r=0,033
el p=0,977 p=0,230 p=0,533 p=0,738
el r=0,194 r=0,165 r=0,048 r=0,220
Linfocitos p=0,047 p=0,092 p=0,629 p=0,024
r=-0,337 r=-0,299 r=-0,225 r=-0,279

ACTPR ! ’ ’ !

¢ p=0,0001 p=0,002 p=0,021 p=0,004
INR r=0,232 r=0,298 r=0,210 r=0,235
p=0,017 p=0,002 p=0,031 p=0,016

r=0,010 r=-0,028 r=-0,097 r=-0,078

TTPAr p=0,915 p=0,779 p=0,327 p=0,426
Eibrinéaeno r=0,057 r=0,105 r=0,084 r=0,106
9 p=0,563 p=0,288 p=0,394 p=0,283

Tabla31: Correlaciones de los biomad@res HA, PIIINP y TIMP del algoritmo ELF con los parametros
hematoldgicosHb: hemoglobina, Htc: hematocrito, VCM: volumen corpuscular medio, ACTPR: % de
actividad de protrombina, INR: razon internacional normalizada, TTé&irdel tiempo par@l de
tromboplastina activada, HA: acido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres,
TIMR1: inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno, ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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HA PIIINP TIMRL ELF
Glucosa r=0,300 r=0,267 r=0,255 r=0,328
p=0,0® p=0,006 p=0,009 p=0,001
Urea r=0,038 r=0,016 r=0,185 r=0,023
p=0,697 p=0,875 p=0,059 p=0,819
Creatinina r=0,057 r=-0,016 r=0,101 r=-0,005
p=0,566 p=0,875 p=0,306 p=0,957
Proteinas Totales r=-0,065 r=-0,100 r=0,017 r=-0,075
p=0,513 p=0,310 p=0,862 p=0,445
- r=0,517 r=-0,462 r=0,473 r=0,566
Albdmina p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 | p=0,0001
Bilrrubing Total r=0,087 r=0,192 r=0,179 r=0,270
p=0,377 p=0,049 p=0,067 p=0,005
Colesterol r=0,006 r=0,311 r=0,089 r=0,065
p=0,950 p=0,001 p=0,366 p=0,512

Triglicéridos r=0,295 r=0,084 r=0,259 r=0,286
g p=0,002 p=0,396 p=0,008 p=0,003
AST r=0,383 r=0,442 r=0,478 r=0,437
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 | p=0,0001

ALT r=0,172 r=0,276 r=0,305 r=0,330
p=0,079 p=0,004 p=0,002 p=0,001

- r=0,321 r=0,255 r=0,359 r=0,327
p=0,(1 p=0,009 p=0,0001 p=0,001

ALP r=0,348 r=0,439 r=0,292 r=0,450
p=0,0001 p=0,0001 p=0,003 p=0,0001

Hantoglobina r=0,049 r=-0,240 r=0,049 r=0,141
ptog p=0,617 p=0,013 p=0,618 p=0,150
r=-0,228 r=-0,201 r=0,084 r=-0,246
ApoA-l p=0,020 p=0,040 p=0,394 p=0,011
" wnacroslopuling | 0628 r=0,400 r=0,586 r=0,588
g p=0,0001 p=0,0001 p=0,001 p=0,0001

Tabla32: Correlaciones de los biomarcadores (déido hialurénicq)PIIINRpéptido aminoterminal del
procolageno tipo tresy TIMPRL (inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo ung)el algoritmo EL§est de
fibrosis hepética mejoradajpn los parametros bioquimico&poAl: apolipoproteina Al, AST: asf@o
aminotransferas = ! [ ¢Y | I YAy 2 [|-gulasiranseragaaAt Foblatasd akcalifaD ¢ Y ¢
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Gréfical6: Correlacion del ELF (test de fibrosis hepética mejorada) con el recuento de plaquetas.
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Resultados

HA PIIINP TIMR1 ELF

Aori r=0,479 r=0,532 r=0,414 r=0,511
P p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001
Forns r=0,579 r=0,502 r=0,520 r=0,571
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Fibrotest r=0,568 r=0,437 r=0,557 r=0,415
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Fibrometer r=0,751 r=0,431 r=0,422 r=0,711
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Fiba r=0,606 r=0,456 r=0,516 r=0,593
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Fibro-Q r=0,563 r=0,389 r=0,392 r=0,526
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Hepascore r=0,917 r=0,511 r=0,635 r=0,912
P p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001
Via Index r=0,484 r=0,554 r=0,575 r=0,536
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Tabla33: Correlaciones de los biomarcadores HA, PIIINP,-TIitfel algoritmo ELF con los atigmos Apri,
Forns,Fibrometer, Fib4, FibreQ, Hepascorg Via IndexHA: acido hialurénico, PIIINBEptido

aminoterminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidortisular de la metaloproteasa tipo uno, ELF: test

de fibrosis hepética mejorada.

HA PIIINP TIMP1 ELF
Ve r=0,531 r=0,530 r=0,592 r=0,572
p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001 p=0,0001

Tabla34: Correlaciones observadas entre los biomarcadores HA, PIIINRLHO#EPalgoritmo ELF cda

Vc (velocidad de onda de corté)A: acido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo

tres, TIMPL: inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno, ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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Gréfica 18Correlacion del ELF (test de fibrosis hepética mejorada) con la V¢ (velocidad de onda de corte).

iv. Regresion lineal multiple

Se realiz6 o analisis de regresion lineal multiple para estudiar la influencia que ejercen el
resto de variables continuas sobre los biomarcadores directos estudiados y sobre el

algoritmo ELF.

Para ello, se tomaron como variables dependientes, los biomarcadoresIHE  TIMP

1y el algoritmo ELF respectivamente, pues son el objetivo principal de esta tesis.

Se incluyeron como variables independientes aquellas variables congnuias que se
observoun nivel de significacion <0,15 enestudio de correlacione&§e incluyeron hasta

un maximo de diez variables independientes, de modo que en los casos en lo que se
encontraron mas de diez con up&0,15 en el estudio de correlaciones, se incluyeron las
diez con mayor nivel de significacion. No fueron incluidas camables independientes

los algoritmos matematicos para la estimacion de la fibrosis, y en el caso del ELF, tampoco

se incluyeron los biomarcadores HA, PIIINP y TWMP

En latabla 35 aparecen los resultados obtenidos en el analisis de regrdisiéal mutiple

del HA como variable dependiente. Se incluyeron como variables independientes la edad,
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PIINP, TIMR S St NBOdzSyid2 RS LI | |j dzS (rhadraglobuling t w X
y Vc p<0,15 en el estudio de correlaciones). Tras realizar el analisisvaniato

resultaron significativas la albumina y la AS30(05).

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal
multiple se calculé la siguiente ecuacion:
HA =2 867 Edad + 1,193 PITINP — 0,120 TIM P1 — 0, 361 Plaquetas
+0,741 ACTPR — 134,074 Albumina + 1,385 AST + 0,574 ALP + 18, 601
a2Macroglobulina + 72,9 Ve + 334,137
Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0R469 esta ecuacién define los

valores de HA en un 46,9%.

HA
MULTIVARIADO

Variables i oL/ 320 p

Edad 0,154¢0,408 a 6,142) 0,085
PIIINP 0,042¢4,819 a 7,206) 0,694
TIMP1 -0,067¢0,523 a 0,283) 0,556
Plaquetas -0,019¢0,991 a 0,268) 0,257
ACTPR 0,050¢1,682 a 2,165) 0,545
Albdumina -0,225¢248,077 a20,070) 0,022
AST 0,265(0,400 2,316) 0,006
ALP 0,083¢0,804 a 1,953) 0,410
h HMacroglobulina 0,090€22,265 a 59,468) 0,368
Ve 0,194¢4,631 a 150,431) 0,065

Tabla35: Regresion lineal multiplgel acido hialurénicdHA) como variable dependient®IlINPpéptido
aminoterminal deprocolageno tipo tresTIMRL: inhibidortisularde la metaloproteaa tipo uno, ACTPR%
de actividad de protrombina, AST: agjaén aminotransferaa, ALP: fosfatasa alcalina, Vetocidad de
onda de corte
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En latabla 36 aparecen los resultados obtemd en el andlisis de regresibineal multiple

del PIIINP como variable dependiente. Se incluyeron como variables independientes el

HA, TIMPvE St

NBEOdzSy 2 RS

LI | 1j dzSd &

&

RS- £ Sdz02 O

macroglobulina y Vcp€0,15 en el estudio de correlaciones). Traalizar el analisis

multivariado resultaron significativas las plaquetas y la AST,@5).

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal

multiple se calcul6 la siguiente ecuacion:

PIIINP =0,001 HA + 0,010 TIMP1 — 0,022 Plagquetas

— 0,312 Leucocitos + 0,952 Albumina — 0,009 Colesterol + 0,018 AST
+ 0,126 ALP — 0,643 a2Macroglobulina — 0,025 Ve + 3,432

Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0R474 esta ecuacién define los

valores de PIIINP en un 47,4%.

PIIINP
MULTIVARIADO

Variables i oL/ dpz0 )

HA 0,028¢0,006 a 0,008) 0,786
TIMP-1 0,162¢0,004 a 0,024) 0,148
Plaguetas -0,191¢0,045 a 0,000) 0,046
Leucocitos totales -0,080€0,906 a 0,282) 0,300
Albamina 0,045¢3,203 a 5,107) 0,650
Colesterol -0,045¢0,041 a 0,023) 0,565
AST 0,100¢0,016 a 0,053) 0,296
ALP 0,510(0,084 a 0,167) 0,0001
h HMacroglobulina -0,088(2,049 a 0,763) 0,366
Ve -0,002¢2,771 a 2,721) 0,986

Tabla36: Regresion lineal multiple del péptido aminoterminal de procolageno tipo tres (PtbN)
variable depediente. HA:4cido hialurénico, TIMR: inhibidortisularde la metaloproteas tipo uno, AST:
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En latabla 37 aparecen los resultados obtenidos en el analisis de regrdisiéal multiple

del TIMR1 como variable dependiente. Se incluyeron como variables independientes la
SRFRX 1 !'S tLLLbt X #/ aZXZ-mdcrbgiofuliha y Voak0,15fetel | [ ¢
estudio de correlaciones). Tras realizar el analisis multivariad@lasNRA | 6 £ S& +/ a

macroglobulina y Vc resultaron significativps@,05).

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal
multiple se calculé la siguiente ecuacion:
TIMP1 =0,496 FEdad — 0,014 HA + 2,380 PIIINP

4 4,446 VOM — 67,166 Albumina — 0,008 AST — 0,085 ALT
— 0,006 GGT + 34,481 a2Macroglobulina + 65,733 Ve — 56,435

Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0R576 esta ecuacién define los
valores de TIMR en un 57,6%

TIMP1
MULTIVARIADO

Variables i oL/ dpzo p

Edad 0,048¢1,130 a 2,122) 0,546
HA -0,025¢0,116 a (088) 0,783
PIINP 0,153¢0,071 a 4,850) 0,057
VCM 0,230(1,840 a 7,051) 0,001
Albimina -0,203¢120,927 a13,405) 0,015
AST -0,003¢0,861 a 0,846) 0,986
ALT -0,036¢0,642 a 0,472) 0,763
GGT -0,006€0,207 a 0,195) 0,951
h HMacroglobulina 0,301(15,69% 53,267) 0,0001
Vc 0,315(30,823 a 100,643) 0,0001

Tabla37: Regresion lineal miltipkéel inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno (TIXIPcomo
variable dependienteHA:4cido hialurénicoPIlINPpéptido aminoterminal de procolageno tipo tregCM:
volumen corpuscular medio, AST: agpty aminotransferag,! [ ¢ Y |t FyAy2 | YAY2(GNI ya
glutamiltransferasa, ALP: fosfatasa alcalinavécidad de onda de corte
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En latabla 38 aparecen los resultados obtenidos en el analisis de regrdisiéal multiple

del ELF como variable dependiente. Se incluyeamo variables independientes la edad,

el recuento de plaguetas y de leucocitoalbumina, AST, ALT, ALP, GGTH
macroglobulina y Vcp€0,15 en el estudio de correlaciones). Tras realizar el analisis
Ydzf GAGFNRFR2 I & -dcrdbglobubraf \5¥c rdsultarap Signyfitafivas  H
(p<0,05). Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion

lineal multiple se calcul6 la siguiente ecuacion:

ELF =0,013 Edad — 0,001 Plaquetas — 0,089 Leucocitos
— 0,672 Albumina + 0,006 AST — 0,001 ALT + 0,006 ALP
+ 0,001 GGT + 0,319 a2Macroglobulina + 0,415 Ve + 10,863

Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0’589 esta ecuacién define los

valores de ELF en un 58,9%.

ELF
MULTIVARIADO

Variables i oL/ pzo )

Edad 0,115¢0,004 a 0,029) 0,130
Plaguetas -0,026¢0,004 a 0,003) 0,748
Leucocitos totales -0,136€0,177 a 0,000) 0,060
Albamina -0,190¢1,242 &0,103) 0,021
AST 0,185¢0,004 a 0,015) 0,230
ALT -0,056¢0,008 a 0,005) 0,652
ALP 0,142¢0,001 a 0,012) 0,075
GGT 0,051¢0,002 a 0,003) 0,606
h HMacroglobulina 0,261(0,119 a 0,519) 0,002
Vc 0,186(0,056 a 0,773) 0,024

Tabla38: Regresidn lineal multiple del E{t€st de fibrosis hepéatica mejoradedmo variable dependiente.
AST: aspaato aminotransferag = ! [ ¢ Y [ fFyAy2 | YAY2GNFryaFSNI al
glutamiltransferasa Vaelocidad de onda de corte
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Resultados

4.1.3 Objetivo 3: Analizar la eficacia clinica de los biocaaores directos e indirectos y
de los algoritnos matematicosen la evalwacion de lafibrosis hepaticade nuestra
poblacion de estudio,utilizando la velocidad de onda de corteomo estandar de

referencia.

Para evaluar la utilidhclinica de los biomarcadoresdg los algoritmos matematicos se
emplearon curvas ROC, edtando el &rea bajo la curva, y en variables en las que ésta

resulté significativa, la sensibilidad, especificidad y el valor predictivo positivo y negativo.

Se tomaron como variables de estado la identificacion de fibrosis signifi(gtadosoK2
de la escala Metaviy cirrosis(gradoF4 de la escala Metavirgs decir, la identificacion

de los pacientes clagihdos en los grupos dos y tres, y trespectivamente.

i. Biomarcadores Indirectos

Se realiz6 el andlisis de las curvas ROC para caddeulos biomarcadores indirectos
incluidos en el estudio (recuento de plaquetas, porcentaje de actividad del tiempo de
protrombina, albamina, bilirrubina total, transaminasas, GGT, fosfatasa alcalina,

haptoglobina Hmacroglobulina y apolipoproteiral).
a. Fibrosis significativa

Se obtuvo para cada unde las variables el area bajo la curva (AUC) con su
correspondiente valor de significacion, asi como el intervalo de confianza. Los resultados

aparecen reflejados en tabla 39y lasgraficas 1920.
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Resultados

Tabla39: Valores del area bajo la curva (AUC), valqn déntenalos de confianza de losdmarcadores

indirectos para la identificacién de fibrosis significativa. ACp&Rentaje de actiidad del tiempo de
F YAY23GNI ya¥FSNF adlummiltrgngfevasa; f I YAy 2
ALPfosfatasa alcalia, ApoAl: apolipoproteina Al.

protrombing ! { ¢ Y

208

Intervalo de confianza

LS P Limite Limite

inferior superior

Plaquetas 0,668 0,007 0,562 0,773
ACTPR 0,641 0,023 0,529 0,754
Albumina 0,733 0,0001 0,622 0,844
Bilirrubina total 0,424 0,223 0,311 0,538
AST 0,648 0,017 0,541 0,755
ALT 0,593 0,135 0,478 0,707
GGT 0,644 0,021 0,530 0,757
ALP 0,598 0,114 0,485 0,712
Haptoglobina 0,605 0,090 0,488 0,722
h HMacroglobulina 0,631 0,035 0,514 0,748
ApoA-1 0,596 0,121 0,476 0,717

F &L NG G2



Resultados

- Plaquetas
- ACTPR
= AlbUmina

Sensibilidad

1 - Especificidad

Grafical9: Curva ROC para el diagndstico de fibrosis significativa de las plaquetas(@gdacddétiaje de
actividad del tiempo de protrombing) albimina.

= AST
- GGT
- a2-Macroglobulina

Sensibilidad

1 - Especificidad

Gréfica20: Curva ROC para el diagnéstie fibrosis significativa da ASTaspartato aminotransferasa),
DD¢-36 dzii I YA (0 NIma&dgIStNlna | 6 & hH
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Resultados

Tras el andlisis de las curvas ROC, se calculo el punto de corte, sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) para las faaglee
ACTPR, la albumina, la AST, la GGT hy Haacroglobulina puesto que fueron las
variables que aportaron un AUC con un valopdasstadisticamente significativp<0,05).

Asi mismo se determind el indice de Youd2d7) que analiza la capacidad diagndstica

del biomarcador usando un unico valor en reemplazo de ladoclasica, que valora de

manera ddal la sensibilidad y especificidad. Este indice se define como:

Indice de Youden = Sensibilidad + Especificidad - 1

El resultado del indice varia del)Y a (+1), si el resultades inferior o igual a cero la
prueba no tiene ningun valor informativo. La prueba se considera tanto mejor cuanto mas

se aproxima a uno el resultado. Los resultados se reflejantabla40.

Cutoff Sensibilidad| Especificidad| indice | VPP | VPN
(%) (%) de (%) | (%)
Youden
Plaquetas 174x10% > [ 44,59 87,10 0,31 89,2 | 39,7
ACTPR 94% 55,76 64,74 0,24 80,8 | 39,6
Albumina 4,8 g/dL 89,19 54,84 0,44 | 825 | 68
AST 66 Ul/L 29,73 100 0,29 100 | 37,3
GGT 84 UI/L 40,54 87,10 0,27 88,2 | 38
h HMacroglobulina 3,08 g/L 64,86 64,52 0,29 | 81,4 | 435

Tablad0: Puntos de corte, sensibilidad, especificidamlice de Youdenalor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) de los biomarcadores indirectos para la deteccién de fibrosis significativa
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Resultados

Se realiz6 un analssde comparacion entre estaariables cuya AUC resulto significativa
(plaquetas, ACTPR, albuminASTGGT y* Hmacroglobulind. Para ellse compararon los
estadisticos ¢ de cada una de estas variables mediante la diferencia de areas, segun lo
descrito porDeLong y col@08) No se encontraron diferencias significatives(Q,05) en

ningun casotébla 41).

Diferencias de areas

Valor (IC95%) p
ACTPR 0,026¢0,121 a 0,173) 0,727
Albumina 0,065¢0,081 a 0,212) 0,381
Plaquetas vs AST 0,019¢0,122 a 0,162) 0,784
GGT 0,024¢0,120 a 0,168) 0,744

h Hmacroglobulina 0,036€0,095 a 0,169) 0,583

Albumina 0,091¢0,040 a 0,224) 0,175
AST 0,006¢0,124 a 0,137) 0,924
ACTPRs

GGT 0,002¢0,160 a 0,64) 0,979
h Hmacroglobulina 0,010¢0,129 a 0,151) 0,881
AST 0,085¢0,072 a 0,243) 0,289
Albuminavs GGT 0,089¢0,079 a 0,259) 0,300
h Hmacroglobulina 0,102¢0,030 a 0,235) 0,131
GGT 0,004¢0,123 a 0,132) 0,949

AST vs
h- Hmacroglobulina 0,017¢0,118 a 0,152) 0,804
GGTlvs h- Hmacroglobulina 0,012¢0,134 a 0,160) 0,863

Tabla41: Diferenciale areasentre los biomarcadores indirectos para la deteccién de fibrosis significativa.
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Resultados

b. Cirrosis

En latabla 42y lasgraficas21-22 se observan elrea bajo lacurva (AUC)le cada unale las

variables con su correspondiente valor de significaciorgasbd el intervalo de confianza.

Intervalo de confianza
= P Limite Limite

inferior superior
Plaguetas 0,771 0,00 0,664 0,878
ACTPR 0,687 0,002 0,572 0,803
AlbUmina 0,763 | 0,0001 0,658 0,868
Bilirrubina total 0,591 0,131 0,467 0,715
AST 0,788 0,00 0,686 0,890
ALT 0,678 0,003 0,566 0,789
GGT 0,724 0,0001 0,624 0,823
ALP 0,737 0,0001 0,634 0,839
Haptoglobina 0,625 0,038 0,511 0,740
h HMacroglobulina 0,736 0,0001 0,632 0,841
ApoA-1 0,582 0,059 0,467 0,698

Tablad2: Valores del area bajo la curva (AUC), valqu déntervalos de confianza de lommarcadores
indirectos para la identificacion de cirrosis. ACTHeR entaje de actidad del tiempo de protrombingAST:
FALI NIFG2 FYAY2GNI yaFSNF al I -dufatilfansfefasay ALRoFatasaY A y 2 (G NI y & 1
alcalira, ApoAl: apolipoproteina Al.
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Resultados

== Plaquetas

== ACTPR
Albumina

- Haptoglobina

Sensibilidad

1 - Especificidad

Gréfica21: Curva ROC para el diagnésticcciteosisde las plaquetas, @TPRporcentaje de actiidad del
tiempo de protrombina)albaminay haptoglobina

4 | —— AST

= ALT
GGT

m— ALP
a2-Macroglobulina

Sensibilidad

0,0——f——= | I i -
00 02 04 06 08 10

1 - Especificidad

Gréfica22: Curva ROCapa el diagnéstico de cirrosis de la A&Jpartato aminotransferasa), A{dlanino
' YAY 23GNF Yy a F-§idmitransferas@), DA\LRostatas alcalih 0 -€nacroglobulina
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Resultados

Tras el andlisis de las curvas ROC, se calculo el punto de corte, sensibilidad, especificidad,
el indice de Youden, &hlor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
para las plaquetas, la ACTPR, lamiipa, la ASTa ALT]a GGTla ALP, la haptoglobina

lah Hmacroglobulina puesto que fueron las variables que aportaron un AUC con un valor

de p estadisticamente significativp<€0,05).Los resultados se reflejan entébla 43.

Cutoff Sensibilidad| Especificidad indice de| VPP | VPN

(%) (%) Youden | (%) | (%)

Plaguetas 174x10« > 70,59 81,69 0,52 64,9 | 85,3
ACTPR 79% 44,12 91,55 0,35 714 | 77,4
Albamina 4,3 g/dL 50 92,96 0,42 77,3 | 79,5
AST 55 UI/L 64,71 85,92 0,50 68,7 | 83,6
ALT 60 UI/L 67,65 69,01 0,36 51,1 | 81,7
GGT 85 UI/L 55,88 80,28 0,36 57,6 | 79,2
ALP 87 UI/L 67,65 77,46 0,45 59 | 83,3
Haptoglobina 131mg/dL 88,24 35,25 0,23 39,5 | 86,2
h- HMacroglobulina 3,08 g/L 88,24 59,15 0,47 50,8 | 91,3

Tabla43: Puntos de corte, sensibilidad, especificidizdlice de Youdenyalor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) de los biomarcadores indirectos para la deteccidn de .cirrosis

De entre las variables cuya At#Sultd significatia, € realizo un analiside comparacion
entre las que presgaron un mejor nivel de significacion (plaquetas, albumina, AST, GGT,

ALP y Hmacroglobulind Para ellcse compararon losstadisticos ¢ de cada una de estas
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Resultados

variables mediante la diferencia de areas, segun lo descrit@pbong y col08) No se

encontraron diferencias significativgs<Q,05) en ningun castapla 44).

Diferencias de areas

Valor (IC95%) p
Albumina 0,008¢0,122 a 0,138) 0,903
AST 0,016¢0,123 a 0,156) 0,815
GGT 0,047¢0,066 a 0,162) 0,416
Plaquetas vs
ALP 0,034¢0,104 a 0,173) 0,625

hHmacroglobulina 0,034¢0,077 a 0,146) 0,541

AST 0,024¢0,122 a 0,172) 0,742
GGT 0,039¢0,110 a 0,189) 0,605
Albumina vs

ALP 0,026¢0,096 a 0,149) 0,672
hHmacroglobulina 0,026¢0,090 a 0,144) 0,654
GGT 0,064¢0,029 a 0,157) 0,177
AST vs ALP 0,051¢0,079 a 0,181) 0,771
h- Hmacroglobulina 0,051¢0,078 a 0,181) 0,437
ALP 0,012¢0,119 a 0,145) 0,848

GGT vs
h- Hmacroglobulina 0,012¢0,104 a 0,19) 0,831

ALP vs h- Hmacroglobulina 0,001¢0,135 a 0,135) 0,997

Tablad4: Diferenciale areaentre los biomarcadores indirectos para la deteccidn de cirrosis.
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Resultados

ii. Biomarcadores Directos

Se realizé el analisis de las curvas ROC gaala uno de los biomardares directos
estudiadogHA, PIIINP y TIMB.

a. Fibrosis significativa

Se obtuvo para cada unde las variables el area bajo la curva (AUC) con su
correspondiente valor de significacion, asi como el intervalo de confianza. Los resultados

aparecen reflejdos en laabla 45 ylagrafica23.

Intervalo de confianza
AUC P Limite Limite

inferior superior
HA 0,745 0,0001 0,649 0,842
PIIINP 0,740 0,0001 0,634 0,846
TIMR1 0,678 0,004 0,575 0,780

Tablad5: Valores del area bajo la curva (AUC), vaéqu e intervalos de confianza de los biomarcadores
directospara la identificacion de fibrosis significatitA:&cido hialuronio, PIIINPpéptido aminoteminal
de procolageno tipo tres, TIMP inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno
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Resultados

= HA
= PIIINP
= TIMP-1

Sensibilidad

1 - Especificidad

Gréfica23: Curva ROC para el diagnostieofibrosis significativa de los biomarcadores directos.&dido
hialuréni®, PIIINPpéptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidor tisular de la
metaloproteasa tipo uno

Tras el andlisis de las gas ROC, se calcul6 el punto de corte, sensibilidad, especificidad,
el indice de Youden, ehlor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
paralos tres biomarcadores directos, puesto que todos edlpsrtaron un AUC con un
valor dep edadisticamente significativop€0,05).Los resultados se reflejan en tibla

46.

Cutoff | Sensibilidad | Especificidad | indice de | VPP VPN
(ng/mL) (%) (%) Youden (%) (%)
HA 75,31 51,36 87,10 0,38 90,5 42,9
PIINP 9,05 74,32 67,74 0,42 84,6 52,5
TIMR1 2859 58,11 83,87 0,43 89,6 45,6

Tabla46: Puntos de corte, sensibilidad, especificidiaiice de Youdenjalor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN los biomarcadores directos para la deteccion de fibrosis significativa.
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Resultados

S realizéun andliss de comparacion entre los tres biomarcadores direcRega ellose
compararon los estadisticos raediante la diferencia de areas, segun lo descrito por

DelLong y col@08) No se encontraron diferencias significativas@,05) en ningln caso

(tabla 47).

Diferencias de areas

Valor (IC95%) p
HA vs PIIINP 0,005¢0,135 a 0,146) 0,939
HA vs TIMAL 0,067¢0,033 a 0,169) 0,187
PIINP vs TIMR 0,062¢0,066 a 0,191) 0,343

Tabla47: Diferenciale areasntre los biomarcadores directos para la deteccion de fibrosis significativa.

b. Cirrosis

Se obtuvo para cada unde las variables elréa bajo la curva (AUC) con su

correspondiente valor de significacion, asi como el intervalo de confianza. Los resultados

aparecen reflejados en tabla 48 y la grafica24.

Intervalo de confianza
AUC P Limite Limite

inferior superior
HA 0,837 0,0001 0,742 0,931
PIIINP 0,802 0,0001 0,714 0,889
TIMP1 0,929 0,0001 0,876 0,981

Tabla48: Valores del area bajo la curva (AUC), valgu déntervalos de confianza de los biomarcadores
directospara la identificacion de cirrosidA:4cido hialurénio, PIIINPpéptido aminoteminal de

procolageno tipo tres, TIME: inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo uno.
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Resultados

— HA
= PIIINP
= TIMP-1

Sensibilidad

1 - Especificidad

Grafica24: Curva ROC para el diagnéstileocirrosis de los biomarcadores directos. Béido hialurénio,
PIIINPpéptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMP inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo
uno.

Tras el andlisis de las curvas ROC, se calcul6 el punto de corte, sensibilidad, especificidad,
el indice de Youden, &hlor predictivo positivo (VPP) y valor predictivegativo (VPN)
paralos tres biomarcadores directos, puesto que todos edlpsrtaron un AUC con un

valor dep estadisticamente significativgp€0,05).Los resultados se reflejan entibla

49,

Cutoff | Sensibilidad | Especificidad indicede| VPP | VPN
(ng/mL) (%) (%) Youden (%) (%)
HA 91,74 76,47 84,51 0,61 70,3 88,2
PIIINP 12,31 64,71 84,51 0,49 66,7 83,3
TIMR1 285,9 97,06 78,87 0,76 68,7 98,2

Tabla49: Puntos de corte, sensibilidad, especificidiaiice de Youdenjalor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPNe los biomarcadores directos para la deteccion de cirrbsacido
hialuréni®, PIIINPpéptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidor tisular de la
metaloproteasa tipo uno
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Resultados

S realiz6é un analiside compeacion entre los tres biomarcadores direct®ara ellose
compararon los estadisticos raediante la diferencia de areas, segun lo descrito por
DelLong y col$208) S encontraron diferencias significativag<Q,05)al comparar el
TIMR1 con el HA y con el PIIINP, siendo el TIMfd ambos casos el biomarcador que

aportaba mejores resultaddsabla50).

Diferencias de areas
Valor (IC95%) p
HA vs PIIINP 0,035¢0,067 a 0,137) 0,501
HA vs TIMAL 0,091(0,003 a 0,180) 0,042
PIINP vs TIMR 0,127(0,049 a 0,204) 0,001

Tabla50: Diferenciale areasntre los biomarcadores directos para la detién de cirrosis.

iii.  Algoritmosmatematicos para la estimacion del grado de fibrosis hepatica

Se realizé el andlisis de las curvas ROC para cada uno digdasmos matematicos
estudiados (ELF, Apri, Forns, Fibrotest, Fibrometer,-&ibFibrocQ y Hepasca). El
algoritmo Via Index no se incluyd, puesto que contiene en su férmula la Vc, parametro

gue nosotros hemos utilizado para la realizacion de los grupos de estudio
a. Fibrosis significativa

Se obtuvo para cada uno de ellos el area bajo la curva (AUGY @amrespondiente valor
de significacion, asi como el intervalo de confianza. Los resultados aparecen reflejados en

latabla51y lagrafica 25
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Resultados

Intervalo de confianza
AUC p Limite Limite
inferior superior
ELF 0,743 | 0,0001 0,645 0,824
Apri 0,683 0,004 0,575 0,790
Forns 0,740 | 0,0001 0,642 0,839
Fibrotest 0,693 0,003 0,579 0,806
Fibrometer 0,748 0,0001 0,651 0,845
Fib-4 0,720 0,001 0,629 0,819
Fibro-Q 0,688 0,003 0,575 0,801
Hepascore 0,691 0,003 0,585 0,797

Tabla51: Valores del areadjo la curva (AUC), valor ge intervalos de confianzgde los algoritmos
matematicos para la identificacion de fibrosis significativa

== ELF

== APRI
FORNS

== FIBROTEST
FIBROMETER

== FIB-4
FIBROQ
HEPASCORE

Sensibilidad

1 - Especificidad

Gréfica25: Curva ROC para el diagnostieofibrosis significativa de los algoritmos matematicos.
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Resultados

Tras el andliside las curvas ROC, se calcul6 el punto de corte, sensibilidad, especificidad,
el indice de Youden, &hlor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
paralos todos algoritmos, puesto que todos ellagortaron un AUC con un valor ge

edadisticamente significativgp€0,05).Los resultados se reflejan entébla 52.

Cutoff | Sensibilidad| Especificidad indice de| VPP | VPN

(%) (%) Youden (%) (%)

ELF 9,75 59,46 87,10 0,46 91,7 47,4
Apri 0,57 51,35 83,87 0,35 88,4 | 41,9
Forns 5,26 59,46 83,87 0,43 89,8 | 464
Fibrotest -0,55 74,32 67,74 0,42 84,6 52,5
Fibrometer -1,89 56,34 87,10 0,43 90,9 46,6
Fib-4 1,79 44,59 100 0,44 100 43,1
Fibro-Q 2,48 50 90,32 0,40 925 | 43,1
Hepascore 0,77 42,86 93,10 0,36 93,7 40,3

Tabla52: Puntos de corte, seaibilidad, especificidadndice de Youdenyalor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) de los algoritmos matematicos para la deteccién de fibrosis significativa.

e realiz6 un andliside comparacion entre los algoritmos que praseon un mejor nivel

de significacion (ELF, Forns, Fibrotest, Fibrometer;4 Fb FibroQ. Para ello se
compararon los estadisticos ¢ de cada una de estas variables mediante la diferencia de
areas, segun lo descrito pdbeLong y colg208) No se encontraron diferencias

significativas<0,05) en ningun castapla 53).
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Resultados

Diferencias de aras

Valor (IC95%) p

Forns 0,025¢0,08 a 0,138) 0,675
Fibrotest 0,078¢0,035 a 0,193) 0,177
ELF vs Fibrometer 0,001¢0,079 a 0,083) 0,965
Fib-4 0,040¢0,070 a 0,152) 0,471
FibroQ 0,075¢0,051 a 0,202) 0,242
Fibrotest 0,053¢0,031 a 0,38) 0,220
Fibrometer 0,023¢0,086 a 0,134) 0,673

Forns vs
Fib-4 0,015¢0,058 a 0,089) 0,681
FibroQ 0,050¢0,059 a 0,159) 0,370
Fibrometer 0,076¢0,035 a 0,189) 0,181
Fibrotest vs Fib-4 0,037¢0,067 a 0,142) 0,480
FibroQ 0,003¢0,134 a 0,140) 0,963
Fib-4 0,039¢0,060 a 0,138) 0,441

Fibrometer vs

FibroQ 0,073¢0,035 a 0,183) 0,185
Fib-4 vs FibroQ 0,034¢0,036 a 0,106) 0,340

Tabla53: Diferenciale areasentre los algoritmos matematicos para la deteccion de fibrosis significativa.

b. Cirrosis

Se obtuvo pea cada uno déos algoritmos matematicosl area bajo la curva (AUC) con su

correspondiente valor de significacion, asi como el intervalo de confianza. Los resultados

aparecen reflejados en tabla 54y lagrafica 26
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Resultados

Intervalo de confianza
AUC p Limite Limite
inferior superior
ELF 0,852 | 0,0001 0,763 0,941
Apri 0,798 | 0,0001 0,696 0,901
Forns 0,800 | 0,0001 0,702 0,898
Fibrotest 0,777 | 0,0001 0,681 0,873
Fibrometer 0,792 0,0001 0,683 0,900
Fib-4 0,801 0,0001 0,701 0,901
Fibro-Q 0,754 | 0,0001 0,649 0,858
Hepascore 0,816 0,0001 0,713 0,918

Sensibilidad

1 - Especificidad

Tabla54: Valores del area bajo la curva (AUC), valqu déntervalos de confianzgde los algoritmos
matematicos para la identificacion de cirrasis

== ELF

= APRI

== FORNS

== FIBROTEST
FIBROMETER

== FIB-4
FIBROQ
HEPASCORE

Gréfica26. Curva ROC para el diagnéstileocirrosis @ los algoritmos matematicos.



Resultados

Tras el andlisis de las curvas ROC, se calculo el punto de corte, sensibilidad, especificidad,
el indice de Youden, &hlor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN)
paralos todos algoritmos, puesto quedos ellosaportaron un AUC con un valor ge

estadisticamente significativp<0,05).Los resultados se reflejan entébla 55.

Cutoff | Sensibilidad | Especificidad Indice de| VPP | VPN

(%) (%) Youden (%) (%)

ELF 10,04 82,35 80,28 0,63 66,7 90,5
Apri 0,57 79,41 7887 0,58 64,3 889
Forns 5,26 85,29 71,83 0,57 59,2 91,1
Fibrotest -0,28 85,29 60,56 0,45 50,9 89,6
Fibrometer -0,52 67,74 87,32 0,55 70 86,1
Fib-4 2,27 64,71 92,96 0,57 815 84,6
Fibro-Q 2,37 79,41 7887 0,58 64,3 889
Hepascore 0,77 70,97 85,29 0,56 78,7 86,6

Tablab5: Puntos de corte, sensibilidad, especificidiamdiice de Youdenyalor predictivo positivo (VPP) y
valorpredictivo negativo (VPN) de los algoritmos matematicos para la deteccién de cirrosis

Se realiz6 un andliside compeacion entre los algoritmos que presentaron un mejor nivel

de significacion (ELF, Apri, Forns, Fibrometer4RilHepascone Para ellose compararon

los estadisticos ¢ de cada una de estas variables mediante la diferencia de areas, segun lo
descrito porDeLong y col@08) No se encontraron diferencias significativas@,05) en

ningun casdtabla 56).
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Diferencias de areas
Valor (IC95%) p

Apri 0,053¢0,055 a 0,163) 0,335
Forns 0,051¢0,038 a 0,142) 0,259
ELF vs Fibrometer 0,060¢0,030 a 0,151) 0,194
Fib-4 0,050¢0,042 a 0,144) 0,285
Hepascore 0,036¢0,004 a 0,076) 0,081
Forns 0,001¢0,107 a 0,111) 0,972
Fibrometer 0,006€0,075 a 0,088) 0,873

Aprivs
Fib4 0,002¢0,071 a 0,077) 0,940
Hepascore 0,017¢0,101 a 0,136) 0,771
Fibrometer 0,008¢0,096 a 0,113) 0,872
Forns vs Fib-4 0,001¢0,069 a 0,071) 0,978
Hepascore 0,015(-0,079 a 0,111) 0,747
Fib-4 0,009¢0,062 a 0,081) 0,796

Fibrometer vs

Hepascore 0,024¢0,070 a 0,119) 0,615
Fib4 vs Hepascore 0,014¢0,087 a 0,116) 0,776

Tabla56: Diferenciale areasntre los algoritmos matematicos para la deteccion de cirrosis.

Finalmente se realizdé un andlisis de comparacion dogeéiomarcadores indirectos, los
directos y los algoritmoggblas 57-58). Se incluyeron de cada uno de estos grupos, las
dos variablescon la AUCcon mayor nivel de significacigfplaquetas, albanma, HA,
PIIINP, ELF y Fibrometer para la deteccion de fibrosis significativa, y plaguetas, albumina,

HA, TIMPL, ELF y Hepascore para la deteccion de cijrd3@ra ellose compararon los
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Resultados

estadisticos ¢ de cada una de estas variables mediante la diferdacareas, segun lo

descrito porDelLong y col&08)

a. Fibrosis significativa

Tal como s@bserva en ldabla 57, no se encontraron diferencias significatips0,05)

en ningun caso.

Diferencias de areas

Valor (IC95%) p

Plaquetas 0,069¢0,082 a 0,221) 0,373
HA 0,012¢0,116 a 0,140) 0,854
Albimina vs PIINP 0,009¢0,133 a 0,151) 0,900
ELF 0,032¢0,088 a 0,153) 0,602
Fibrometer 0,030¢0,082 a 0,143) 0,598
HA 0,081¢0,051 a 0,214) 0,230
PIINP 0,078¢0,062 a 0,219) 0,275

Plaquetas vs
ELF 0,101¢0,029 a 0,232) 0,129
Fibrometer 0,099¢0,018 a 0,217) 0,098
PIINP 0,002¢0,42 a 0,148) 0,968
HA vs ELF 0,020¢0,021 a 0,061) 0,349
Fibrometer 0,018¢0,060 a 0,096) 0,649
ELF 0,022¢0,094 a 0,141) 0,702

PIINP vs

Fibrometer 0,021¢0,112 a 0,154) 0,755
ELF vs Fibrometer 0,001¢0,079 a 0,083) 0,965

Tabla57: Diferencia de areasntre biomarcadores indirectos, directos y algoritmos mateméticos para la

deteccion ddibrosis significativa.
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b. Cirrosis

En latabla 58 se ilustran
significativas entre las plaquetas y el THUK el EE respectivamente, siendo en ambos
casos peor el AUC aportada por las plaquetas. Ademas, elITYWWHPELF aportaron unas

AUC significativamente superiores a la albumina y al HA. Por otro lado, ellTdM&vo

los resultados encontrados. Se observaron diferencias

un AUC significativamente mejor que el EEFHepascore respectivamente.

Diferencias de areas

Valor (IC95%) p

Albumina 0,014¢0,130 a 0,158) 0,846
HA 0,070¢0,053 a 0,195) 0,265
Plaquetas vs TIMR1 0,175(0,054 a 0,295) 0,004
ELF 0,105¢0,008 a 0,217) 0,049
Hepascore 0,068¢0,046 a0,184) 0,243
HA 0,084¢0,041 a 0,211) 0,189
TIMP1 0,189(0,083 a 0,295) 0,001

Albumina vs
ELF 0,119(0,005 a 0,232) 0,039
Hepascore 0,082¢0,036 a 0,202) 0,172
TIMP1 0,104(0,007 a 0,201) 0,034
HA vs ELF 0,034(0,001 a 0,068) 0,048
Hepascore 0,001(-0,035 a 0,038) 0,920
ELF 0,070¢0,005 a 0,146) 0,049

TIMR1 vs

Hepascore 0,106(0,013 a 0,199) 0,025
ELF vs Hepascore 0,036¢0,004 a 0,076) 0,081

Tabla58: Diferenciale areagntre biomarcadores indirectos, directos y algoritmos matematicos para la
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Resultados

4.1.40bjetivo 4: Elaborar un modelo diagnostico que combine los biomarcadores con el
estudio radiodiagnéstico, y definir la utilidad que aporta en la evaluacion noaisiva de

la fibrosis hepaticaen pacientescon hepatitis por VHC

Paraelaborar un modelo que predijeda probabilidad o riesgo de que un paciente se
clasificase en el grupo dos tres de nuestra poblacion de estudio, es dedje
presentase un grado de fibrosis hepatica significativa, equivalentedzy’ Sa il RN?2
escala Metavir de acuerdo a resultado de Vc aportado por la técnicae@iizamos un

andlisis de regresion logistibaaria

Se elaboraron, evaluaron y compararon cuatro modelos para la valoracion de la
hepatopatia crénica en &stipo de pacientes: un modelo con biomarcadores indirectos,
otro modelo que combinase los biomarcadores indirectos y la ecografia, un modelo con
biomarcadores indirectos gl algoritmo ELFy un cuarto modelo que combinase los tres

anteriores.

De acuerdoa lo anterior, & establecieronlos siguientes cuatro modelos de regresion

logistica:

i. Modelo con biomarcadores indirectopara la elaboracion de este modelo se
tomaron en consideracion las variables clinicas, los pardmetros hematolégicos y
los biomarcadees clasicamente utilizados en la valoracion de este tipo de

pacientes, es decir, los biomarcadores indirectos de fibrosis.

ii. Modelo con biomarcadores indirectos y ecografara la elaboracién de este
modelo se tomaron en consideraciéademas de todas lasriables del modelo

anterior, las variables derivadas del estudio ecografico.

iii. Modelo con biomarcadores indirectgsalgoritmo ELFpara la elaboracion de este
modelo se tomaron en consideracilas variables clinicadps parametros

hematologicoslos bomarcadores indirectos y el algoritmo ELF.

iv. Modelo con biomarcadores indirectoslgoritmo ELFy ecografia para la

elaboracién de este modelo se tomaron en consideratagnvariables clinicalns
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pardmetros hematologicQdos biomarcadoresdirectos defibrosis el algoritmo

ELF y las variables derivadas del estudio ecografico.

Para la elaboracion de los cuatnoodelos se consider6 como variable dependiente el

diagnostico ddibrosis significativaentendido como la clasificacion en el del grupo dos

tresde nuestro estudioAdemas, también se valoro la eficacia de los cuatro modelos para

el diagnostico de cirrosis hepatica, es decir, los modelos elaborados se evaluaron

tomando como variable dependiente el diagndstico de cirrosigendido como la

clasficacion en etlel grupo trede nuestro estudio.
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a. Fibrosis significativa

Modelocon biomarcadores indirectos

Parala realizacion de este modelo de regresion logistica se incluyeron las variables

clinicas, los pardmetros hematolégicos y los biomarcalmdirectos de fibrosis.

Se realiz6 un andlisis multivariado dEgresion logistica, donde secluyeron de
entre todas las variables con ug&0,15 en el analisis univariadaquellas que
presentaron un mejor nivel de significacion y se consideraronicathente
importantes para el modelo, obteniendo el modelo mas reducido posible que

explicase los datos, sin compromiso del rendimiento diagndstico.

Las variables incluidas en el modelo final fueron la edad, la hemoglobina, las
plaguetas, la albumina, la{A¢ & -mfdrogldbuina. Se confirmo6 que la edad, la
hemoglobina y la AST fueron factores predictores de fibrosis significat@z0p).

Los detalles del alisis se sefialan entabla 59.

Segn el coeficiente de determinacién obtenidé:0897, estemodelo explica en
un 39,7% la probabilidad de los pacientes de clasificarse en los grupos dos o tres de
nuestro estudio. Por otro lado, el porcentaje de clasificacion correcta de los

pacientes usando este modelo fue del 79%.

Con los coeficientes no estaniados obtenidos en el modelo de regresiéon

logistica se calculd la siguiente ecuacion:



Resultados

Logit (p) = 0,064 Edad — 0,519 Hemoglobina — 0,009 Plaquetas
— 0,748 Albumina + 0,033 AST — 0,317 a2Macroglobulina + 10,785

Siendo Logit (p)=Ln [pAd)], y donde p es la probabilidad de que udiuduo presente la
caracteristica evaluada, es decir, la probabilidad de que un paciente presente fibrosis

significativa, entendido como la clasificacién en los grupos dos o tres.

Las unidades de las variables incluidas en la férmula son lasnsiguiedad en afios,
hemoglobinaen g/dL, plaquetas en L, albimina en g/dL, AST en UI/LhyH

macroglobulina en g/L.

Alternativamente la formula puede expresarse del siguiente modo:

o 1
Probabilidad = .
[1 +e —Logzt(p)]
UNIVARIADO MULTIVARIADO
OR (IC95%) p OR (1C95%) p

Edad 1,053(1,02 a1,095) | 0,012| 1,066(1,008 a 1,126] 0,025
Hemoglobina 0,710(0,546 a 0,922)( 0,010| 0,595(0,409 a 0,865) 0,007
Plaquetas 0,990(0,983 a 0,997) 0,004| 0,991(0,981 a 1,001) 0,072
Albumina 0,095(0,022 a 0,416) 0,002| 0,473(0,070 a 3,185) 0,442
AST 1,027(1,06 a 1,049) | 0,014| 1,034(1,004 a 1,065) 0,027
h- Hmacroglobulina 1,153(1,015 a 2,346)| 0,042| 0,728(0,409 a 1,298) 0,282

Tabla59: Modelocon biomarcadores indirectoseBresion logisticancluyendoparametrosclinicos,
hematolégicos ypiomarcadores indirectos de fibrosis. AST: aspartato aminotransdgras

Se calculé el punto de corte 6ptimo del modelo para la deteccion de fibrosis significativa,

asi como su sensibilidad, especificidad, VPP y tBld 60).
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Cutoff | Sensibilidad| Especificidad VPP | VPN
(%) (%) (%) (%)

Modelo con biomarcadores 0,78 58,11 90,33 93,5 47,5
indirectos

Tabla 60 Punto de corte, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
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negativo (VPN) del modetmn biomarcadores indirectos para la deteccion de fibrosis significativa.

Modelocon homarcadores indirectog ecografia

Parala realizacion de este modelo de regresion logistica se incluyeron las variables
clinicas, los pardmetros hematoldgicos, los biomarcadores indirectos de fibrosis y

las variables derivadas de la ecografia.

Se realizaun analisis multivariado deegresion logistica, donde secluyeron de
entre todas las variables con up&0,15 en el analisis univariadaquellas que
presentaron un mejor nivel de significacion y se consideraron clinicamente
importantes para el modeloobteniendo el modelo mas reducido posible que

explicase los datos, sin compromiso del rendimiento diagnéstico.

Las variables incluidas en el modelo final fueron la edad, la hemoglobina, las
LI FljdzSGFasz € I -indcdgiobuina ¥ la $upécid hgptita nbdularh H

valorada en la ecografia. Al igual que en el modelo anterior, se confirmé que la
edad, la hemoglobina y la AST fueron factores predictores de fibrosis significativa

(p<0,05).Los detalles del adlisis se sefialan entabla 61.

Segurel coeficiente de determinacién obtenido?’#R,411, este modelo explica en
un 41,1% la probabilidad de los pacientes de clasificarse en los grupos dos o tres de
nuestro estudio. Por otro lado, el porcentaje de clasificacion correcta de los

pacientes usandeste modelo fue del 78,1%.

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion

logistica se calcul6 la siguiente ecuacion:



Resultados

Logit (p) = 0,063 Edad — 0,526 Hemoglobina — 0,008 Plaquetas —
0, 747 Albumina + 0,037 AST - 0, 365 a2Macroglobulina — 0,929 Super ficie Nodular
+ 11,507

Siendo Logitp)=Ln [p/(%p)], y donde p es la probabilidad de que un individuo
presente la caracteristica evaluada, es decir, la probabilidad de que un paciente
presente fibrosis significativa, entendido como la clasificacién en los grupos dos o

tres.

Las unidades @l las variables incluidas en la féormula son las siguientes: edad en
afios, hemoglobina en g/dL, plaquetas eri/i0, albimina en g/dL, AST en ULy
macroglobulina en g/L y la superficie nodular, cero si esta ausente y uno en caso de

presencia.

Alternativamente la férmula puede expresarse del siguiente modo:

. 1
Probabilidad = .
[1 +e —Logzt(p)]
UNIVARIADO MULTIVARIADO
OR (IC95%) p OR (1C95%) p

Edad 1,053(1,012 a 1,095)| 0,012| 1,065(1,007 a 1,126| 0,027
Hemoglobina 0,710(0,546 a 0,922)( 0,010| 0,591(0,404 a 0,865) 0,007
Plaquetas 0,990(0,983 a 0,997) 0,004 | 0,992(0,982 a 1,002) 0,109
Albumina 0,095(0,022 a 0,416) 0,002| 0,474(0,067 a 3,365) 0,455
AST 1,027(1,005 a 1,049)| 0,014| 1,038(1,005 a 1,0%1| 0,02
h- Hmacroglobulina 1,153(1,015 a 2,346)| 0,042| 0,694(0,382 a 1,260) 0,230
Superficie nodular 0,289(0,0079 a 1,058| 0,061 0,395(0,083 a 1,871) 0,242

Tabla61: Modelocon biomarcadores indirectos y ecografiagResion logisticancluyendoparametrcs
clinicos, hematoldgicosjomarcadores indirectos de fibrosis y pardmetros ecograficos. AST: aspartato
aminotransferasa.
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Se calcul6 el punto de corte éptimo del modelo para la deteccion de fibrosis significativa,

asi como su sensibilidad, especificiddB@P y VPNabla 62).

indirectos y ecografia

Cutoff Sensibilidad | Especificidad VPP | VPN
(%) (%) (%) (%)
Modelo con biomarcadores 0,57 83,78 64,52 84,9 62,5

Tabla 62Punto de corte, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VRIRrpredictivo

negativo (VPN) del modetmn biomarcadores indirectos y ecografia

iii. Modelocon biomarcadores indirectgsalgoritmo ELF

Parala realizacion de este modelo de regresion logistica se incluyeron las variables

clinicas, los parametros hematgjiéos, los biomarcadores indirectos de fibrosis y el

algoritmo ELF.

Se realiz6 un andlisis multivariado deEgresion logistica, donde secluyeron de
entre todas las variables con up&0,15 en el analisis univariadaquellas que
presentaron un mejor nel de significacion y se consideraron clinicamente

importantes para el modelo, obteniendo el modelo méas reducido posible que

explicase los datos, sin compromiso del rendimiento diagndstico.

Las variables incluidas en el modelo final fueron la edad, laobkina, las
I £ 6 § YA Y |l-naacrdglobuling ytel

algoritmo ELF. Se confirm6 que la edad, la hemoglobina, el porcentaje de linfocitos,

plaquetas, el porcentaje de linfocitds, I

f I -maaroglobulina y el ELF fueron factores predictores de fibrosis significativa

(p<0,05).Los detalles del adlisis sesefialan en léabla 63.

Segun el coeficiente de determinacién obtenid6s0’531, este modelo explica en

t

un 53,1% la probabilidad de los pacientes de clasificarse en los grupos dos o tres de

nuestro estudio. Por otro lado, el porcentaje de clasificaciorrecta de los

pacientes usando este modelo fue del 83,8%.
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Resultados

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion

logistica se calculd la siguiente ecuacion:

Logit (p) = 0,068 Edad — 0,496 Hemoglobina — 0,008 Plaquetas
+ 0,094 %Linfocitos + 0,007 Albumina+ 0,023 AST — 0,804 a2Macroglobulina
+ 0,976 ELF — 4,180

Siendo Logit (p)=Ln [pAd)], y donde p es la probabilidad de que un individuo
presente la caracteristica evaluada, es decir, la probabilidad de que un paciente

presente fibrosis significativa.

Las unidades de las variables incluidaslaeformula son las siguientes: edad en
afios, hemoglobina en g/dL, plaquetas erf/i0, albimina en g/dL, AST en UI/L y
h Hmacroglobulina en g/LAlternativamente la formula puede expresarse del

siguiente modo:

1

Probabilidad = 15 ¢ —Logo]
UNIVARIADO MULTIVARIADO

OR (IC95%) p OR (IC95%) p
Edad 1,053(1,0122 1,095) | 0,012 | 1,071(1002 a 1,145)| 0,045
Hemoglobina 0,710(0,546 a 0,922) 0,010 | 0,609(0,407 a 0,910| 0,016
Plaquetas 0,990(0,983 a 0,997) 0,004 | 0,993(0,982 a 1,003| 0,170
%Linfocitos 1,097(1,041 a 1,157) 0,001 | 1,099(1,025 a 1,178| 0,008
Albdmina 0,095(0,022 a 0,416)| 0,002 | 1,007(0,127 a 8,018| 0,995
AST 1,027(1,005 a 1,049) 0,014 | 1,024(0,994 a 1,054 0,121
hHmacroglobulina 1,153(1,015 a 2,346) 0,042 | 0,447(0,230 a 0,940| 0,034
ELF 2,726(1,622 a 4,581) 0,0001| 2,653(1,137 a 6,189| 0,024

Tabla63: Modelocon biomarcadores indirectos y algoritmo ELF (test de fibrosis hepatica mejorada).
Regresion logisticancluyendoparametrosclinicos, hematologicosjomarcadores indirectos de fibrosis y
algoritmo ELF. AST: aspartato aminotransferasa
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Resultados

Se calculé el punto de corte optimo del modelo para la deteccion de fibrosis
significativa, asi como su sensibilidad, edj@dad, VPP y VPKbla 64).

indirectos y algoritmo ELF

Cutoff | Sensibilidad | Especificidad] VPP | VPN
(%) (%) (%) (%)
Modelo con biomarcadores 0,55 85,14 80,65 91,3 64,9

Tabla 64 Punto de corte, sensibilidad, especificidad, valor predictivatipogiVPP) y valor predictivo
negativo (VPN) del modetmn biomarcadores indirectos y algoritmo ELF.

iv. Modelocon biomarcadores indirectpalgoritmo ELF y ecografia

Parala realizacion de este modelo de regresion logistica se incluyeron las variables

clinicas, los parametros hematolégicos, los biomarcadores indirectos de fibrosis, el

algoritmo ELF y las variables derivadas de la ecografia.

Se realizé un analisis multivariado tegresion logistica, donde secluyeron de
entre todas las variables con um&0,15 en el analisis univariadaquellas que
presentaron un mejor nivel de significacion y se consideraron clinicamente
importantes para el modelo, obteniendo el modelo mas reducido posible que

explicase los datos, sin compromiso del rendimiento diagodst

Las variables incluidas en el modelo final fueron la edad, la hemoglobina, las
L2 NOSyY (I 2S R SnadroflgbBligaQel G 2 & =

ELF y la superficie hepatica nodular valorada en la ecografia. Al igual que en el

LI FljdzSidtF ax

modelo arerior, se confirmé que la edad, la hemoglobina, el porcentaje de

f Ay T2 OA-in&edglobufink y él ELF fueron factores predictores de fibrosis

St

significativa§<0,05).Los detalles del alisis se sefialan entabla 65.

Segun el coeficiente de detemaicién obtenido, B0,543, este modelo explica en

un 54,3% la probabilidad de los pacientes de clasificarse en los grupos dos y tres de
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Resultados

nuestro estudio. Por otro lado, el porcentaje de clasificacion correcta de los

pacientes usando este modelo fue del 83,8

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion

logistica se calculd la siguiente ecuacion:

Logit (p) = 0,068 Fdad — 0,505 Hemoglobina — 0,007 Plaquetas
+ 0,095 %Linfocitos — 0,043 Albumina + 0,028 AST — 0,882 a2Macroglobulina
+ 0,995 ELF — 1,059 Super ficie Nodular — 3,196

Siendo Logit (p)=Ln [pAd)], y donet p es la probabilidad de que un individuo
presente la caracteristica evaluada, es decir, la probabilidad de que un paciente
presente fibrosis significativa, entendido como la clasificacién en los grupos dos o

tres.

Las unidades de las variables incluigasla formula son las siguientes: edad en
afios, hemoglobina en g/dL, plaquetas er?/fi0, albimina en g/dL, AST en UI/L ,
h- Hmacroglobulina en g/L y la superficie nodular, cero si esta ausente y uno en caso

de presencia.

Alternativamente la formula puede expresarse del siguiente modo:

1
[1 +e —Logit(p)]

Probabilidad =
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UNIVARIADO MULTIVARIADO
OR (IC95%) p OR (IC95%) p

Edad 1,053(1,012 a 1,095) 0,012 | 1,071(1001 a 1,145)| 0,046
Hemoglobina 0,710(0,546 a 0,922) 0,010 | 0,604(0,402 a 0,907| 0,015
Plaquetas 0,990(0,983 a 0,997) 0,004 | 0,993(0,982 a 1,003 0,230
%Linfocitos 1,097(1,041 a 1,157) 0,001 | 1,099(1,025 a 1,179| 0,008
AlbGmina 0,095(0,022 a 0,416) 0,002 | 0,958(0,114 a 8,086/ 0,969
AST 1,027(1,005 a 1,049) 0,014 | 1,028(0,996 a 1,061| 0,091
h wmacroglobulina | 1,153(1,015 a 2,346) 0,042 | 0,414(0,191 a 0,897| 0,025
ELF 2,726(1,622 a 4,581) 0,0001| 2,705(1,163 a 6,291 0,021
Superficie nodular | 0,289(0,0079 a 1,058 0,061 | 0,347(0,054 a 2,221| 0,264

Tabla65: Modelocon biomarcadores indirectos|goritmo ELF (test de fibrosis hepética mejorada) y
ecografia. Bgresion logisticancluyendoparametrosclinicos, hematoldgicobjomarcadores indirectos de
fibrosis, algoritmo ELF y parametros ecograficos. AST: aspartato aminotransferasa

Se calculé epunto de corte Optimo del modelo para la deteccion de fibrosis

significativa, asi como su sensibilidad, especificidad, VPP yaliRiNE).

Cutoff | Sensibilidad | Especificidad] VPP | VPN
(%) (%) (%) | (%)
Modelo con biomarcadores
indirectos, algoritmo ELF y 0,54 83,68 80,65 91,2 | 67,6
ecografia

Tabla 66 Punto de corte, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo
negativo (VPN) del modetmn biomarcadores indirectos, algoritmo ELF (test de fibrosis hepéticaadejo
y ecografia

Una vez elaborados los cuatrodelos, para evaluar su validez se estudid como se
ajustaban a los datos. Para ello se evalu6 el grado de calibracion y de discriminacion de

cada uno de los modelos.
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Se realiz&l test de bondad de ajust®, test de HosmeLemeslow (209)(tabla 67). Este

test evalia un aspecto de la validez de los modelos, la calibracion, es decir, el grado en
que la probabilidad predicha coincide con la probabilidad esperada. Valorgsnde
significaivos (>0,05) indican que lo observado se ajusta suficientemente a lo observado.

Segun los resultados obtenidos, los cuatro modelos tienen una buena calibracion.

También s evaludla capacidad de discriminacidate los modelosnediante el calculo del
areabajo la curva (BC) obteniendo el estadistico talfla 67, grafica 27. Esto permite
evaluar el grado en el que el modelo distingue entre los individuos en los que ocurre el
evento y los que no. Valores dp significativos [§<0,05) indican un grado de
disaiminacion adecuado. Segun los resultados obtenidos, los cuatro modelos tienen una

capacidad de discriminacion adecuada.

Estadistico ¢
H-L Valor
(1C95%) P

Modelo con biomarcadores 0,820
indirectos 0,511 (0,7370,903) 0,0001
Modelo con biomarcadores 0,827
indirectos y ecografia 0,862 (0,7470,908) 0,0001
Modelo con biomarcadores 0,886
indirectos y algoritmo ELF 0,980 (0,820-0,952) 0,0001
Modelo con biomarcadores 0.895
mdwectgs, algoritmo ELF y 0,935 (0,8320,958) 0,0001
ecografia

Tabla67: Tes de Hosmef_emeshow (H.) y estadistico ¢ de los cuatrmdelos de regresion logistica
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=== Modelo i
Modelo ii

=== Modelo iii

- Modelo iv

Sensibilidad

1 - Especificidad

Grafica27: Curva ROC para el diagnéstileofibrosis significativa de los cuatro modelos de regresion
logistica binaria.

Ademas, se comparo la utilidad de losato modelos mediante la diferencia de areas
(208)y el célculo del IDR10)para eventos de tipo binari¢tabla 68). De acuerdo a los
resultados obtenidos, no se obsaron diferencias significativas al comparar los modelos
con ecografia frente a aquellos que solo incluian biomarcadores, tanto los que contenian
biomarcadores indirectos como los que incluian el algoritmo BLsHi {y iii vsiv). Pa el
contrario, los nodelos con algoritmo ELF aportaron resultados significativamente
superiores que los que se conforman Unicamente de biomarcadores indiréoid { ii

VSiv).
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Diferencias de areas IDI
Valor Valor
(IC95%) P (1C95%) P
Modelo biomarcadores indiectos
VS 0,006 0,011
Modelo biomarcadores indirectos y | (-0,019 a 0,033) 0,609 (-0,012 a 0,034) 0,345
ecografia
Modelo biomarcadores indirectos
VS 0,065 0,132
Modelo biomarcadores (0,008 a 0,124) 0,025 (0,067 a 0,196) 0,0001
indirectos y algoritmo ELF
Modelo blomar\c/:dores indirectos 0.074 0012 0,142 0.0001
Modelo biomarcadores (0,01520.133) (0,06920,215)
indirectos, algoritmo ELF y ecografiz
Modelo biomarcadores indirectos y
eco\?staﬁa 0,058 0,057 0,121 0,001
Modelo biomarcadores (-0,001a0,119) (0,05220,190)
indirectos y algoritmo ELF
Modelo biomarcadores indirectos y
eco\?;afla 0,067 0,017 0131 0,0001
Modelo biomarcadores (0,0114a,0,123) (0,066 2 0,196)
indirectos, algoritmo ELF y ecografiz
Modelo biomarcadores
indirectos y algorimo ELF
VS 0,008 0,301 0,010 0,352

Modelo biomarcadores
indirectos, algoritmo ELF y ecografiz

(-0,007 a 0,025)

(-0,011 a 0,031)

Tabla68: Diferencias de areas e IDI al compdos cuatro modelos de regresifogistica
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b. Cirrosis

Por otro lado, s cuatromodelos elaborados para la deteccion de fibrosis significatva

evaluaron para la deteccion de cirrosis hepética.

Se calcul6 de cada uno de los modedbpunto de corte Optimo para la deteccion de

cirrosis asi como su sensibilidad, especificidad, YRPNtabla 69).

Cutoff Sensibilidad | Especificidad VPP | VPN
(%) (%) (%) | (%)

Modelo con biomarcadores 0,32 82,35 84,61 71,8 | 90,9
indirectos
Modelo con biomarcadores 0,25 88,24 80,28 68,2 | 93,4
indirectos y ecografia
Modelo con biomarcadores 0,27 82,35 84,51 71,8 | 90,9
indirectos y algoritmo ELF
Modelo con biomarcadores 0,44 79,41 91,55 81,8 | 90,3
indirectos, algoritmo ELF y
ecografia

Tabla69: Punto de corte, sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPPY yreditivo
negativo (VPN) de los cuatmodelcs para la deteccion deirrosis.

S evaludla capacidad de discriminacidtle los modelos para la deteccién de cirrosis
mediante el calculo del area bajo la curvaJ@ obteniendo el estadistico talfla 70).
Segun los resultados obtenidos, los cuatro modelos tienen una capacidad de

discriminacién adecuada.
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Estadistico c
Valor
(1C95%) P

Modelo con biomarcadores 0,851 0.0001
indirectos (0,7650,938) '
Modelo con biomarcadores 0,880 0.0001
indirectos y ecografia (0,8020,958) ’
Modelo con biomarcadores 0,881 0.0001
indirectos y algoritmo ELF (0,8090,952) ’
Modelo con biomarcadores 0.907
indirectos, algoritmo ELF y © 84’}0 973) 0,0001
ecografia ’ ’

Tabla70: Estadistico ¢ de los cuatmodelos de regresién logistigara la deteccion de cirrosis.

Ademas, se comparo la utilidad de los cuatro modelos mediante la diferencia de areas
(208)y el céalculo del IDR10)para eventos de pio binario(tabla 71). De acuerdo a los
resultados obtenidos, se observaron diferencias significativas al comparar los modelos
con ecografia frente a aquellos que solo incluian biomarcadores, tanto los que contenian
biomarcadores indirectos como los queclimian el algoritmo ELF \(sii y iii vsiv). Asi
mismo, los modelos que con algoritmo ELF aportaron resultados significativamente
superiores que los que se conforman Unicamente de biomarcadores indirectos (i ivs iii y

VSiv).
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Diferencias de ares IDI
Valor Valor
(1C95%) P (1C95%) P
Modelo biomarcadores indirectos
VS 0,028 0,071
Modelo biomarcadores indirectos y| (-0,014 a 0,072) 0.198 (0,023 a 0,120) 0,004
ecografia
Modelo biomarcadores indirectos
VS 0,029 0,074
Modelo biomarcadores (-0,010 a 0,069) 0,148 (0,021 a 0,127) 0.007
indirectos y algoritho ELF
Modelo biomarcadores indirectos
v 0 Ogéosg 107y| %038 | (o 0705,)13((5) 197y 0001
Modelo biomarcadores ©, ab, ) ©, ab, )
indirectos, algoritmo ELF y ecografi
Modelo biomarcadores indirectos y
eco\?sla e 0,001 0,974 0,002 0,939
Modelo biomarcadores (-0,050 a 0,052) (-0,062 a 0,067)
indirectos y algoritmo ELF
Modelo biomarcadores indirectos y
ecoggafla 0,026 0,146 0,074 0,007
Modelo biomarcadores (-0.009 2 0,063) (0,021a0.127)
indirectos, algoritmo ELF y ecografi
Modelo biomarcadores
indirectos y algoritmo ELF
VS 0,026 0,122 0,062 0,04

Modelo biomarcadores
indirectos, algoritmo ELF y ecografi

(-0,006 a 0,059)

(0,019 a 0,104)

Tabla71: Diferencias de &areas e IDI al compdos cuatro modks de regresidfogisticapara la deteccion
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4.2 PACIENTES OBESOS SOMETIDOS A CIRUGIA BARIATRICA

4.2.1 Objetivo 1. Estudiar las caracteristicagnerales de los pacientes obesos
sometidos a cirugia &riatrica en nuestro hospitaldescripcion de la poblacion total y de

los grupos de estudio.

Se realiz6 un estudio observacional transvers una poblacion formada pob57
pacientes obesostervenidos de cirugia bariatrica en la Unidad de Obesidad del Servicio
de Cirugia General y del Aparat@&stivodel Hospital Clinico Universitario Virgen de la

Arrixaca (Murcia)
i.  Caracteristicas de la poblacion global de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo de las caracteristicas de la poblacién de estudio,

incluyendo las variables demogréficas, clisiganaliticas.

Las caracteristicas cliniade la poblacidn total se describem latabla 72.

Variablesdemogréficas clinicas de la poblacion total

(n=57)

Edad (afios) 43,9542,31
Sexo Mujeres. 75,4% (n43)

Hombres 24,6% (n£4)
Peso (kg) 128,93£2,54
IMC (Kg/n") 49,0948,48
Diab_etes Si 24,86 (n=19
Mellitus No: 75,86(n=43

Si 64,9 (n=3

Dislipemia [ 6(n=37

No: 35,1%(n=20

Hipertension

St 47,4% (n=27)

arterial No: 52,6%4n=30)
Sndrome Si 45,6%(n=26)
metabolico No: 54,4%(n=31)

Tabla72: Garacteristicas demograficas y clinicas de la poblacion tataldatos se expresan como
mediatdesviacion estandar, % ymimero de casos)MC: Indice de masa corporal
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A continuaciéon, en laabla 73, pueden observarse los resultados de las variables

derivadas del estudio radiodiagnéstico:

Estudio Radiodiagndstico

(n=57)
Ve fnfs) 1,97[1,512,61]
Si No
Signos Ecograficos de 80,7% 19,3%
Hepatopatia Cronica n=46 n=11

: 8,8% 91,2%
Hepatomegalia

n=5 n=52
Esplenomegalia 0% 100%
p g =0 o7

1,8% 98,20

Hipertrofia del Lébulo Caudado n=1 n=55

29,8% 70,2%

Heterogeneidad del Parénquima n=17 =40

1,8% 98,20

Superficie Nodular n=1 n=5%

Esteatosis 66,0 33,3

n=38 n=19

: W 0% 1000
Hipertension Portal n=0 n=57
- 0% 100%
Ascitis n=0 n=57

Tabla73: Resiltados del estudio radiodiagndstico en la poblacion tdtalks datos se expresan como
mediana [rango intercuartilicoj yn (nimero de casosyYc: velocidad de onda de coriea variable signos
ecogréficos de hepatopatia crénica se considerd positivageiellos pacientes que presentaban al menos
uno de los signos ecogréficos evaluados.
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Los resultados obtenidos en el estudio anatomopatologico del tejido hepatico en la
poblacion total, de acuerdo con la clasificaciénBteint (60) y la de Matteoni (63) se

describen en las dos siguienteéablas74-75:

Clasificacion d&runt

(n=57)

Estadio QNo esteatosis) 10,%%(n=6)

Estadio 1(Esteatosis < 33%) 57,9%6(n=33)

Estadio AEsteatosis 386%) 28,1%(n=16)

Estadio 3JEsteatosis >66%) 3,5%(n=2)

Tabla74: Resultados del estudio anatomopatoldgico del tejido hepatictagroblacion totable acuerdo a
la clasificacién d8runt Los datos se expresan cody n(ndimero de casos)

Clasificacion déviatteoni

(n=53

Estadio 1 45,3%(n=24)
(Esteatosis sin inflamam ni fibrosis)

Estadio 2

(Esteatosis con inflamacion, sin fibrosis) 24,36(n=13)

Estadio 3 17%(n=9)
(Esteatosis y mtleos vacuolados en hepatocijos

Estadio 4 13,2 (n=7)
(Esteatosis e hialina de mallory ylbrbsis)

Tabla75: Resultados del estudio anatomopatoldgico del tejido hepatico en la poblacion total de acuerdo a
la clasificacion d#atteoni (la n total es 53, puesto que en cuatro de los pacientes el estudio no revelo
ninguna alteracion, caso que nordempla esta clasificaciér)os datos se expresan como (%) y n (nimero
de casos).
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Losresultados de loparamdros hematoldgicos y las magnitudes bioquimicas obtenidos

en la poblacion global se describen entlslas76-77 que aparecen a continuacion

Pardmetros hematolégicos
Poblacion total Valores de
de estudio (n=57) referencia
Hb (g/dL) 13,69+1,51 13,517,5
Htc (%) 41,38+4,23 4153
VCM (£) 86,70+6,71 80-100
Plaquetas (x1& > [ 0 248,04+60,82 150-350
Leucocitos (x1& > [ 0 7,60+2,64 45011
ACTPR (%) 97[88,56100] 70-100
INR 1,05%0,79 0,901,20
TTPAr 1,03+0,13 0,801,30
Fibrinbgeno (mg/dL) 394,05+90,02 238498

Tabla76: Descripcion de loparametros hematolégicosn lapoblacién total. bs datos se expresan como
mediailesviacion estandar mediana [rango intercuartilicoHb: hemoglobina, Htc: hematocrito, VCM:
volumen corpuscular medio, ACTPR: % de actividad de protrombina, INR: razén internacional normalizada,
TTPAr: atio del tiempo parcial de tromboplastina activada.
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Parametros bioquimicos
Poblacion total Valores de

de estudio (n=57) referencia
Glucosamg/dL) 87[81-99] 74-106
Urea(mg/dL) 26,68+12,31 1050
Creatinina(mg/dL) 0,750,630,84] 0,701,20
Proteinas Totalegg/dL) 6,77+0,49 6,4-8,3
Albimina(g/dL) 4,09+0,46 3,55,2
Bilirrubina Total(mg/dL) 0,65+0,37 0,051,20
Colesterol(mg/dL) 175,19+41,30 0-190
Triglicéridos(mg/dL) 141,40455,52 0-150
Haptoglobina (mg/dL) 156,80+58,98 30-200
ApoA-1 (mg/dL) 134,85+23,48 110215
h- Hmacroglobulina (g/L) 1,84+0,62 1,33
AST (UI/L) 24,17+12,34 5-40
ALT (UI/L) 31,91+26,06 541
GGT (UI/L) 29,67+12,15 10-71
ALP (UI/L) 74,11+19,60 40-130

Tabla77: Descripcion de los parametros bioquimicos en la poblacién taialdhtos se expresacomo
mediailesviacion estandar mediana [rango intercuartilicoppoA-1: apolipoproteina A1, AST: aspartato
FYAY2GNF yAFSNI &k s ! [ ¢Y |oiutaryilkayisterasaYPL B ®sfakbbayalgaind. NI & | =
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En latabla 78 que aparece a continuaciése detallan los resultados de los algoritmos

matematicos para la estimacién del grado de fibrosis hepatica obtenidos en la poblacion
total de estudio.

Algoritmos Fibrosis
(n=57)

Apri 0,21[0,150,31]
Forns 8,34 2,5
Fibrometer -3,04°1,43
Fib-4 0,86°045
Fibro-Q 1,90°1,08
Hepascore 0,07[0,040,14]
Via Index 2,590,77

Tabla78: Descripcidn de loalgoritmos matematicoen la poblacién total.ds datos se expresan como
mediaidesviacion estandar mediana [rango intercuartilico].

ii. Caracteristicas dedogrupos de estudio

Como ya se ha descrito en el apartado de sujetos y métddgoblacién fuelasificada

en dosgrupos de estudien funcién de los hallazgos del estudio anatomopatolégico.

A Grupo 1 (n=28): Pacientes cuya biopsia hepética no reveléacitmes o bien
presento esteatosis simple.

A Grupo 2 (n=29): El resto de pacientes, es decir, aquellos cuya biopsia hepatica
reveld, ademas de esteatosis y con independencia del grado o porcentaje,

presencia de infiltrados inflamatorios, balonizacion hepgiétaria, fibrosis o hialina

de mallory.

La distribucién de los pacientes en ambos grupos de acuerdo a estos hallazgos puede
observarse en lasblas 7980.
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Clasificacion d&runt

Grupo 1 Grupo 2
(n=28) (n=29)
] : 17,9% 3,4%
Estadio QNoesteatosis) n=5 n=1
_ 64,3% 51,7%
Estadio 1(Esteatosis < 33%) n=18 n=15
_ 14,3% 41,4%
Estadio AEsteatosis 386%) n=4 n=12
_ 3,6% 3,4%
Estadio JEsteatosis >66%) n=1 n=1

Tabla79: Resultados del estudio anatomopatolégico del tejido hepético de los dos grupos de pacientes de

acuerdo a la clasificacion @runt Los datos se expresan co®y n(nimero de casos)

Clasificacion deéMatteoni
Grupo 1l | Grupo 2
(n=24) (n=29)
Estadio 1 o .
(Estatosis sin inflamacion ni fibrosis) 100% 0%
n=24 n=0
Estadio 2 0% 44,8%
(Esteatosis con inflamacion, sin fibrosis) n=0 n=13
Estadio 3 0% 31%
(Esteatosis yicleos vacuolados en hafocitos periportales) n=0 n=9
Estadio 4 0% 24,1%
(Esteatosis e hialina de Mallory yfbrosis) n=0 n=7

Tabla80: Resultados del estudio anatomopatolégico del tejido hepatico de los dos grupos de pacientes de
acuerdo da clasificacion d&atteoni (en el grupo 1 la n es 24, puesto que en cuatro de los pacientes el

estudio no revel6 ninguna alteracion, caso que no contempla esta clasificdaérgatos se expresan
como%y n(niimero de casos)
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Se realiz6 un estudio desptivo de las caracteristicate los dos grupos de pacientes

incluyendo las variables demogréficas, clinicas y analiticas.

Las caracteristicaglinicas de los dos grupos de pacientes se descripetatabla 81.
Como puede observarse, Unicamente mostrardiferencias significativas entre ambos

gruposde pacientes las variables hipertension arteyiaindrome metabdlico

Grupo 1 Grupo 2 p
(n=28) (n=29)
Edad (afios) 41,29 10,91 46,52 13,21 0,11
Mujeres. 78,6% (n=22) Mujeres. 72,4% (n=21)
Sexo Hombres 21,4% (n=6) Hombres 21,6% (n=8) 0,589
Peso (I§) 126,59+23,94 131,1#21,34 0,45
IMC (Kg/m?) 47,17+6,56 50,879,72 0,10
Diabetes St 17,9% (n=5) St 31% (n=9)
mellitus NO: 82,1% (n=23) NO. 69% (n=20) 0.248
Dislivemia St 64,3% (nt8) St 65,5% (n=19)
P NO: 35,7% (n=10) NO: 34,5% (n=10) 0,922
Hipertension St 28,6% (n=8) St 65,5% (n=19)
arterial NGO 71,4% (n=20) NG 34,5% (n=10) 0,005
Sindrome St 32,1% (n=9) St 58,6% (n=17)
metabdlico NO. 67,9% (n=19) NO. 41,4% (n=12) 0,045

Tabla81: Caracteristicas demogréficaglinicas en ambos grupos de estudios datos se expresan como
mediatdesviacion estandar, % ymimero de casos)MC: Indice de masa corporal

En latabla 82 pueden observarse los resultados obtenidosloe parametros derivados
del estudio radiodiagnostico de los pacientes de cada grupo de estudio. Los valores de Vc

mostraron diferencias significativas entre ambos grupos.
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Grupo 1 Grupo 2 p
(n=28) (n=29)
Ve (m/s) 1,621,242] 2 [1,902,70] 0,003
Si No Si No
Signos Ecograficos de| 78,6% 21,4% 82,8% 17,2 0,689
Hepatopatia Cronica n=22 n==6 n=24 n=5
Hepatomegalia 10,76 89,3% 6,9% 93,1% 0,610
n=3 n=25 n=2 n=27
Hipertrofia del 3,6% 96,4% 0% 100% 0,305
Lébulo Caudado n=0 n=28 n=1 n=28
Heterogenicidad 32,1% 67,9% 27,6% 72,4% 0,707
del Parénquima n=9 n=19 n=8 n=21
Superficie Nodular 0% 100% 3,4% 96,6% 0,322
n=0 n=28 n=1 n=28
Esteatosis 60,7% 39, % 72,4% 27,6% 0,349
n=17 n=11 n=21 n=8

Tabla82: Resultados del estudio radiodiagnéstico en ambos grupos de pacito®satos se expresan
comomediana [rango intercuartilico], Yaynimero de casos)/c: velocidad de onda de coriea variable
signos ecograficos de hepatopatia cronica se considesiiya en aquellos pacientes que presentaban al
menos uno de los signos ecograficos evaluados.

En lagrafica28 que aparece a continuacion se ilustran las diferencias en los valores de Vc

de los pacientes en funcion del grupo de estudio.
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Vc (m/s)

Grupos de Estudio

Grafica28: Vdores de V¢velocidad de onda de corten funcién del grupo de estudio

A continuacion, en lagablas 83-84, se describen las variables hematologicas y
bioguimicas de los pacientes divididos por grupos de estudio. Ninguna de las variables
mostro diferencias entre ambos grupos de pacientes, aunque el VCM y la AST estuvieron

proximas a alcanzar la significacion estadispef,072 yp=0,068 respectivamente).
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Grupo 1 Grupo 2 p

(n=28) (n=29)
Hb (g/dL) 13,43+1,52 13,93+1,50 0,222
Htc Qo) 40,63+3,98 42,10+4,40 0,192
VCM (D) 84,97+6,54 88,17+6,61 0,072
Plaquetas (x1& > [ 247,89+58,89 248,17+63,67 0,986
Leucocitos (x1%& > [ 7,87+2,92 7,34+2,37 0,454
ACTPR (%) 100[89100] 94[88-100] 0,346
INR 1,05+0,08 1,04 Q07 0,613
TTPAr 1,01+0,09 0,04+0,16 0,399
Fibrinégeno (mg/dL) 393,89+84,32 394,21+98,36 0,990

Tabla83: Descripcion de loparametros hematolégicos en ambos grupos de pacientesdatos se
expresan como medialesviacion estandar mediana fango intercuartilica]Hb: hemoglobina, Htc:

hematocrito, VCM: volumen corpuscular medio, ACTPR: % de actividad de protrombina, INR: raz6n

internacional normalizada, TTPAr: ratio del tiempo parcial de tromboplastina activada.
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Grupo 1 Grupo 2 p

(n=28) (n=29)
Glucosa(mg/dL) 87,50[81,7599,50] 87[80,5099] 0,604
Urea(mg/dL) 27,21+8,33 26,17+15,34 0,753
Creatinina(mg/dL) 0,75[0,610,83] 0,75 [0,650,88] 0,632
Proteinas Totalegg/dL) 6,86+0,57 6,71+0,41 0,318
Albimina(g/dL) 4,09+0,54 4,10+0,38 0,977
Bilirrubina Total(mg/dL) 0,60+0,25 0,71+0,45 0,257
Colesterol(mg/dL) 168,14+49,69 182+30,54 0,208
Triglicéridos(mg/dL) 137,36159,81 145,31+51,79 0,593
Haptoglobina (mg/dL) 167,50:64,84 146,11+51,41 0,177
ApoA-1 (mg/dL) 134,39+22,76 135,31+24,58 0,884
h Hmacroglobulina (g/L) 1,85+0,53 1,83+0,70 0,914
AST (UI/L) 21,13+7,41 27,10+15,29 0,068
ALT (UI/L) 21[14,5631] 26[16,5053,50] 0,153
GG (UIL) 27,39+17,67 31,86+20,56 0,383
ALP (UI/L) 71,36+19,60 76,86+19,52 0,298

Tabla84: Descripcion de los parametroluimicos en cada uno de los grupos de pacierigsdatos se

expresan como mediatesviacion estandar mediana [raigo intercuartilico] ApoA-1: apolipoproteina Al,

AST: aspartato aminotransferasa, ALT: alanino aminotransferasa! @@&miltransferasa, ALP: fosfatasa
alcalina.
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En latabla 85 pueden observarse los resultados de los algoritmos matematicos para la
estimacion del grado de fibrosis hepatica en ambos grupos de pacientes. A continuacion
se representa graficamente el Fineter, el Unico que mostro diferencias significativas

entre ambos grupogyféfica29).

Grupo 1 Grupo 2 p

(n=28) (n=29)
Apri 0,190,130,29 0,22[0,180,36 0,196
Forns 8,34 2,18 8,33 2,90 0,991
Fibrometer -3,32 1,15 -2,67 1,74 0,011
Fib-4 0,79 0,39 0,940,51 0,217
Fibro-Q 1,84 0,96 1,96°1,20 0,697
Hepascore 0,06[0,040,17] 0,07[0,040,14 0,343
Via Index 2,51°0,83 2,76°0,71 0,454

Tabla85: Descripcion de loalgoritmos matematicos en cada uno de los grupos de paciehissiatos se
expresan como mediatesviacion estandar mediana [rango intercuartilico].
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Fibrometer

Grupos de Estudio

Grafica29: Valores del algoritméibrometeren ambos grupode pacientes.

4.2.2 Objetivo 2Determinar el intervalo de valores d@gtentes en nuestra poblacion del
algoritmo ELF y de los biomzadores directos HA, PIIINP y TIMP evaluar sus valores
en funcién de las caracteristicas clinicas y demograficas deéasentes y estudiar su

asociacion con el resto de variables continuas.
i. Valores de HA, PIIINP, THUR ELF

Se determinaron las concentraciones de los biomarcadores HA, PIIINP 31, Ty\de
calcularon los valores del algoritmo ELF en la poblacion yo&h ambos grupos de
pacientes Los resultados se muestran en lablas 86-87. A continuacion se ilustran

estos resultados graficamentgréficas30-33).
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Poblacion total
(n=57)
HA (ng/mL) 25,10[14,4537,14]
PHINP (ng/mL) 7,66+3,46
TIMP1 (ng/mL) 226,34+74,55
ELF 8,67°0,79

Tabla86: Descripcion de los biomarcadores directos y del algoritmo ELF en la poblacién total. Los datos se
expresan como mediatdesviacion estdndanediana [rango intercuartilicoHA: acido hialurénico, PIIINP:
péptido aninoterminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidortisularde la metaloproteasa tipo uno,
ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.

Grupo 1 Grupo 2

(n=28) (n=29) P
HA (ng/mL) 16,47[10,2634,29] 29,24[21,8044,48] 0,016
PIINP (ng/mL) 7,01+336 8,30+3.50 0,165
TIMP1 (ng/mL) 209,95+54,54 242,73+88,27 0,100
ELF 8,340,71 8,99°0,74 0,002

Tabla87: Descripcion de losiomarcadores directos y del algoritmo ELF en cada uno de los grupos de
pacientes Los datos se expresan como mediasvia®n estandar anediana [rango intercuartilicoHA:
acido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres,-TiliRibidortisularde la

metaloproteasa tipo unozLF: Test de Fibrosis Hepética mejorado
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100,00 :
80,00 |

60,00

HA (ng/mlL)

40,00

20,00 :

0,00

Grupos de Estudio

Grafica 30 Concentracionede acido hialurénico (HA) en funcién de los grupos de estudio.
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Gréfica31: Concentraciones de péptido aminoterminal de procolageno tipo tres (PIIINP) en funcion de los
grupos de estudio.
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Grafica32: Concentraciones de inhibidtisularde la metdoproteasa tipo uno (TIMR) en funcion de los
grupos de estudio.
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Gréfica33: Valores del algoritmo ELF en ambos grupos de pacidaltés. Test de Fibrosis Hepatica
mejorada
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ii. Valores deHA, PIIINP, TIRIL y ELF en funcidon de las caracteristicascel y

demograficas

Se calcularorios valores de cada biomarcadgrdel algoritmo ELF en funcion de las

diferentes caracteristicas clinicas y demografestadiadaqtablas 8889).

Tal como aparece reflejado, los valores del ELF tienden a ser mayanedsida que

aumenta el IMC, aunque las diferencias no alcanzan las significacion estapi1ic8%).

Se obtuvieron valores significativamente mayores del biomarcador HA y del algoritmo ELF
en los pacientes hipertensos. Por otro lado se encontraron efifgas en el valor del
algoritmo ELF en funciébn de la existencia de sindrome metabdlico, siendo este
significativamente mayor en los pacientes que presentan el sindrome. Con el resto de
variables clinicas estudiadas no se observaron diferencias signd&an los resultados

del algoritmo ELF ni de los biomarcadores directos.
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Sexo
Masculino Femenino p
[24,6% (n=14)] [75,4% (n=43)]
HA (ng/mL) 23,86[11,8233,15] 26,46[14,7738,16] 0,573
PIINP(ng/mL) 7,39 7,75+377 0,688
TIMR1 (ng/mL) 200,81+81,43 234,85+£71,11 0,178
ELF 8,53+0,79 8,72+0,79 0,447
indice de masa corporal (Kg/f
35-39,9 40-49,9 Xp N p
[5,4% (n=3)] [58,9% (n=31)] [35,5% (n=23)]

HA (ng/mL) 6,92[6,4514,25] | 28,52[16,0944,48] | 25,10[14,7630,43]| 0,207
PHINP(ng/mL) 5,41+1,45 7,38+3,13 8,54+4,07 0,260
TIMR1 (ng/mL) 208,33+45,39 226,83+45,39 228,66+110,14 0,912
ELF 7,71+0,51 8,78+0,75 8,66+0,83 0,085

Tabla88: Concentraciones de los biomarcadores HA, PYINIMPL y valores del algoritmo ELF en funcion

del sexo y el indice de masa corpotals datos se expresan como mediatdesviacion estandediana
[rango intercuartilico]HA: &cido hialurénico, PllIINg¥ptido aminoteminal de procolageno tipo tres)NiP-
1:inhibidor tisularde la metaloproteasa tipo un&LF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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Hipertension Arterial Dislipemia
No Si p No Si p
[52,6% 0=30) | [47,4% (=27)] [35,1% (=20] | [35,1% (=20)
HA 18,8(010,74 29,24[20,56 0,029 24,70[11,60 25,51[15,41 | 0,92
33,31] 50,08] 41-89] 34,09] 4
PIIINP 7,39+3,25 7,97+3,73 0,539 7,39+2,88 7,80+3,76 0,65
(n=20) (n=37) 1
TIMP1 | 224,04+58,92| 228,99+90,48 0,813 224,30+63,83| 227,39+80,31| 0,87
(n=20) (n=37) 6
ELF 8,46+0,79 8,92+0,73 0,090 8,66+0,84 8,67+0,77 0,95
(n=20) (n=37) 3
Diabetes Mellitus Sindome Metabdlico
No Si p No Si p
[75,4% (=43) [24,6%(n=14]) [54,4% =31]) | [45,6%(n=26]
HA 22,46[12,51 29,59[22,51 0,844 20,55[10,98 29,59[20,17 0,097
39,84] 34,09] 35,73] 45,07]
PIINP 7,66+3,85 7,66+1,67 0,994 7,34+3,14 8,05+3,85 0,467
TIMP-1 231,17+76,34 | 210,35+68,68 0,361 223,09+64,92| 230,37+86,25 0,728
ELF 8,61+0,84 8,86+0,59 0,236 8,48+0,82 8,90+0,70 0,047

Tabla89: Concentraciones de los biomarcadores HANP y TIMR yvaloresdel algoritmo ELF en funcion

de la hipertensiongdiabetes, dislipemia y el sindrome metabdlitos datos se expresan como
mediatdesviacion estandarmediana [rango intercuartilicol.os valores de HA, PIIINP y TiM&e

expreseren ng/mL.HA: acido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres; TLIMP
inhibidortisularde la metaloproteasa tipo uno, ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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A continuacion, en lagraficas34-36, se ilustrarias variablegjue resultaron significativas:

HA y ELF en funcion de la hipertensién, y ELF en funcion del sindrome metabdlico.

100,00} ::
80,00 ::

60,00 ::

HA (ng/mL)

40,00 ::

20,00

0,00 ::

Hipertension Arterial

Grafica34: Concentraciones décido hialurénicolA) en los pacientes que no presenthipertension
arterialfrente a los que si la preset.

10,00 :

9,00

ELF

8,00 :

7,00 :

| ~ I
No Si

Hipertension Arterial

Gréfica35: Valores de ELEn lospacientes que no presentan hipertension artefiainte a los que si la
presentan ELF: test de fibrosis hepatica mejorado.
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Grafica36: Valores de ELén lospacientes que no presentan sindrome metabdfimmte a los queido
presentan ELF: test de fibrosis hepatica mejorado.

iii. Correlaciones

Para estudiar la asociacion de los biomarcadores directos y del algoritmo ELF con el resto
de variables continuas se realiz6 un estudio de correlaciones, incluyendariables
demograficas y clinicas, los parametros hematoldgicos y bioquimicos, los biomarcadores
directos de fibrosis, asi como con la velocidad de onda de corte (Vc) obtenida en el

estudio radiodiagnostico. Los resultados se muestran en las sigutablas 90-95.

Tal como aparece reflejado en tabla 90 y en la grafica 37-38, se observo una

correlacion significativa del biomarcador HA y del algoritmo ELF con la edad.

HA PIIINP TIMR1 ELF
Edad r=0,449 r=0,178 r=0,018 r=0,470
p=0,001 p=0,190 p=0,893 p=0,000
IMC r=-0,016 r=0,242 r=0,197 r=0,189
p=0,907 p=0,075 p=0,149 p=0,170

Tabla90: Correlaciones de los biomarcadores HA, PIIINP,-TIitiel algoritmo ELF coa kdad y el indice
de masa corporal (IMCHA: &cido hialurénico, PIIINP: péptido aatarminal de procolageno tipo tres,
TIMR1: inhibidor de la metaloproteasa tipo uno, ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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Graéfica37: Correlacién dehcido hialurénicoHlA) con la edad.
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Gréfica38: Correlaciérdel ELEonN la edadELF: test dabirosis hepatica mejorada.
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En cuanto a las correlaciones de los biomarcadores directos entre si, se constatd un

resultado significativo del PIIINP con el TiM@bla 91, grafica39).

HA PIIINP TIMR1
HA ] r=0,176 r=0,090
p=0,195 p=0,510
PIIINP r=0,176 ] r=0,342
p=0,195 p=0,010
TIMP1 r=0,090 r=0,342 ]
p=0,510 p=0,010

Tabla9l: Correlaciones de los biomarcadodisectosHA, PIIINP, TIMPentre si mismodHA: 4cido
hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo ffédR.1: inhibidortisularde la
metaloproteasa tipo uno.

20,00—::::

15,00 :

o
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’
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S
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0,00 :::

0 100 200 300 400 500
TIMP-1 (ng/mL)

Gréfica39: Correlacion del PIIINP con el THURPIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres,
TIMRZ1: inhibidor de la metaloproteasa tipo uno.

Al estudiar las correlaciones con laar@metros hematolégicoéabla 92 se observaron

resultados significativos del PIIINP y el ELF con el volumen corpusculalgn&iitas 40
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41). Ademas, el TIMR correlaciond significativamente con el fibrinégeno y el algoritmo

ELF con el recuento deuleocitos totales.

Con relacion a los parametros bioquimidgtabla 93) se observé correlacion significativa
del HA con la haptoglobina, del PIIINP con la (ge#ica42), la albumina y el colesterol,
del TIMP1 con la urea(grafica43) y la fosfatasa a#lina, y del ELF con las proteinas

totales y la haptoglobina.

El andlisis de las correlaciones con los algoritmos para el célculo de fibrosis reveld
resultados significativos en los siguientes casos: HA con Forns, Fibrometér,yFib
Hepascore; PIIINP céiorns, Fibro Q y Via Index; TH#IlBon Via Index y ELF con todos los

algoritmosa excepcion del Ap(iabla 94, grafica44).

Ademas, en referencia a la variable continua Vc aportada por el estudio radiodiagndstico

se observé una aeelacion significativaan PIINB ELFtébla 95, gréaficadb).
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HA PIIINP TIMRL ELF
b r=0,090 r=0,068 r=0,045 r=0,004
p=0,511 p=0,621 p=0,741 p=0,974
e r=0,138 r=0,063 r=0,004 r=0,047
p=0,309 p=0,591 p=0,978 p=0,733
VCM r=0,171 r=0,410 r=0,180 r=0,311
p=0,207 p=0,002 p=0,184 p=0,021
Plaguetas r=0,057 r=0,198 r=0,165 r=0,092
. p=0,679 p=0,143 p=0,225 p=0,506
Leucocitos r=-0,137 r=0,147 r=0,038 r=0,269
rotales p=0,314 p=0,280 p=0,782 p=0,(86
r=0,098 r=0,179 r=0,106 r=0,046

ACTPR : ! ! !

¢ p=0,473 p=0,213 p=0,436 p=0,738
NR r=-0,191 r=0,105 r=0,124 r=0,081
p=0,159 p=0,440 p=0,364 p=0,558
r=0,066 r=0,206 r=0,247 r=0,192
TTPAr p=0,629 p=0,128 p=0,066 p=0,161
Eibrindaens r=0,064 r=0,152 r=0,282 r=0,179
9 p=0,642 p=0,265 p=0,035 p=0,191

Tabla92: Correlaciones de los biomarcadores HA, PIIINP y-TIéel algoritmo ELF con los parametros
hematoldgicosHb: hemoglobina, Htc: hematocrito, VCM: volumen corpuscular medio, ACTPR: % de
actividad de protrombina, INR: razon internacional normalizada, T & del tiempo parial de
tromboplastina activada, HA: acido hialurénico, PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres,
TIMR1: inhibidortisularde la metaloproteasa tipo uno, ELF: test de fibrosis hepéatica mejorada
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Gréficad40: Corelacbn del PIIINP con el volumen corpuscular medio (VEMNP: péptido aminoterminal
de procolageno tipo tres
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Gréficadl: Correlagbn del ELF con el volumen corpuscular medio (VEM: test de fibrosis hepatica
mejorada.
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HA PIIINP TIMR1 ELF
Glucosa r=0,033 r=0,021 r=0,088 r=-0,109
p=0,807 p=0,878 p=0,518 p=0,427
Urea r=0,162 r=0,453 r=0,346 r=0,238
p=0,233 p=0,000 p=0,009 p=0,080
Creatinina r=-0,073 r=-0,085 r=0,088 r=-0,048
p=0,593 p=0,535 p=0,518 p=0,726
Proteinas Totales r=-0,170 r=-0,160 r=-0,120 r=0,267
p=0,211 p=0,239 p=0,377 p=0,049
. r=-0,146 r=-0,286 r=-0,127 r=-0,212
Albdmina p=0,282 p=0,032 p=0,351 p=0,121
Bilirrubina Total r=0,016 r=0,092 r=-0,245 r=-0,041
p=0,907 p=0,501 p=0,069 p=0,769
Colesterol r=-0,012 r=-0,330 r=0,064 r=-0,137
p=0,931 p=0,013 p=0,640 p=0,318
Trialicéridos r=-0,012 r=0,005 r=0,095 r=0,028
9 p=0,929 p=0,970 p=0,484 p=0,887
AST r=0,023 r=0,038 r=-0,064 r=0,104
p=0,867 p=0,782 p=0,641 p=0,449

ALT r=-0,030 r=-0,084 r=-0,095 r=0,057
p=0,828 p=0,539 p=0,487 p=0,681
GGT r=-0,227 r=-0,137 r=-0,034 r=0,206
p=0,092 p=0,316 p=0,802 p=0,130
ALP r=-0,039 r=-0,004 r=0,217 r=-0,031
p=0,/75 p=0976 p=0,108 p=0821
Haptoalobina r=-0,277 r=-0,122 r=-0,004 r=-0,288
btog p=0,038 p=0,370 p=0,974 p=0,033
r=0,216 r=0,080 r=0,015 r=0,213
ApoA-l p=0,109 p=0,556 p=0,911 p=0,118
h wmacroalobulina r=0,093 r=0,204 r=0,168 r=0,162
9 p=0,494 p=0,132 p=0,216 p=0,236

Tabla93: Correlaciones de los biomarcadores (déido hialurénico), PIIINP (péptido aminoterminal de
procolageno o tres)y TIMPL (inhibidor tisular de la metaloproteasa tipo unojiel algoritmo EL§est de
fibrosis hepética mejoradajon los parametros bioquimico&poA-1: apolipoproteina Al, AST: asf@o
| -gfukayhitrandEragad ALK fodfaliabasalcalna.¢ Y

aminotransferak
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Gréficad2: Correlacbn delpéptido aminoterminal de procolageno tipo tréBIIINP) con la urea

TIMP-1 (ng/mL)
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Gréficad3: Correlagbn del inhibidottisularde la metaloproteasa tipo uno (TIMB con la urea

273



Resultados

HA PIIINP TIMP1 ELF
Ao r=0,071 r=0,080 r=-0,130 r=0,071
P p=0,606 p=0,559 p=0,340 p=0,605
Forns r=0,330 r=0,324 r=0,120 r=0,405
p=0,013 p=0,015 p=0,377 p=0,002
Eibrometer r=0,391 r=0,065 r=-0,137 r=0,322
p=0,003 p=0,636 p=0,312 p=0,016
Fiba r=0,300 1=0,243 r=-0,117 r=0,343
p=0,025 p=0,071 p=0,390 p=0,010
. r=0,225 r=0,284 r=-0,078 r=0,308
p=0,095 p=0,034 p=0,559 p=0,022
Henascore r=0,518 r=0,092 r=0,099 r=0,492
P p=0,000 p=0,501 p=0,466 p=0,000
Via Index r=0,060 r=0,316 r=0,282 r=0,286
p=0,661 p=0018 p=0035 p=0048

Tabla94: Correlaciones de los biomarcadores HA, PIIINP,-II& algoritmo ELF con los@igmos Apri,
Forns,Fibrometer, Fib4, FibreQ, Hepascore y Via Indé*A: acido hialurénico, PIIINBEptido
aminoterminal de pra@olageno tipo tres, TIMR: inhibidortisularde la metaloproteasa tipo uno, ELF: test
de fibrosis hepética mejorada.
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Gréficad4: Correlaciérdel ELF con el algoritmo Fori F: test de fibrosis hepatica mejorada.
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HA PIIINP TIMP1 ELF
Ve r=0,201 r=0,305 r=0,153 r=0,375
p=0,137 p=0,022 p=0,261 p=0,005

Tabla95: Correlaciones observadas entre los biomarcadores HA, PIIINRLMMIRalgoritmo ELF cdamVc
(velocidad de onda de cortellA: acido hialurénico, PIIINP: péptido aminotermatajprocolageno tipo
tres, TIMPL: inhibidortisular de la metaloproteasa tipo uno, ELF: test de fibrosis hepatica mejorada.
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Gréficad5: Correlaciérdel ELF con la velocidad de onda de corte. (8dy: test de fibrosis hepética
mejorada.

iv. Regresion lingl multiple

Se realiz6 un analisis de regrésilineal multiple para estudiar la influencia gejercenel
resto de variables continuasobre losbiomarcadores directos estudiados y sobre el

algoritmo ELF.

Paraello, se tomarorcomo variable dependientes, los biomarcadores HA, PIIINP y TIMP

1y el algoritmo ELF respectivamente, pues son el objetivo principal de esta tesis.

Se incluyeron como variables independientes aquellas variables conenulas que se

observoun nivel de significacion <0,15 enestudio de correlaciones. Se incluyeron hasta
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un maximo de seis variables independientes, de modo que en los casos en lo que se
encontraron mas de seis con upg0,15 en el estudio de correlaciones, se incluyeron las
seis con mayor nivel de significaciéra fderon incluidas como variables independientes

los algoritmos mateméticos para la estimacién de la fibrosis, y en el caso del ELF, tampoco

se incluyeron los biomarcadores HA, PIIINP y TIMP

En latabla 96 aparecen los resultados obtenidos en el angli regresiotineal multiple
del HA como variable dependiente. Se incluyeron como variables independiergead,
GGT, haptoglobina, Apel y Vc <0,15 en el estudio de correlaciones). Tras realizar el

analisis multivariado Unicamente la edad resudignificativa |§<0,05).

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal

multiple se calculé la siguiente ecuacion:

HA =1,015 Edad — 0,124 GGT — 0,004 Haptoglobina + 0,009 ApoAl
+ 4,048 Ve — 17,476

Segln el ceficiente de determinacién obtenido, 80,242 esta ecuacién define los

valores de HA en un 24,2%.

HA
MULTIVARIADO
Variables : oL/  @piiU P
Edad 0,440(0,340 a 1,689) 0,004
GGT -0,084¢0,512 a 0,264) 0,524
Haptoglobina -0,008¢0,134 a 0,126) 0,955
ApoA-1 0,007¢0,318 a 0,336) 0,956
\Y/e 0,095¢7,156 a 40,263) 0,471

Tabla96: Regresion lineal multipldel cido hialurénicdHA) como variable dependient® D ¢-Y
glutamiltransferasaApoA-1: apolipoproteina Al, Vc: velocidad de onda de corte.
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En latabla 97 aparecen los resultados obtenidos en el andlisis de se@medel PIIINP
como variabledependiente.Se incluyeron como vahé&s independientes las variables
IMC, VCM, urea, albumina, colesterol y TIMP<0,15 en el estudio de correlaciones).
Tras realizar el analisis multivariado resultaron significativas las variables VCM, urea,

albumina y colesterop&0,05).

Con los cokcientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal

multiple se calculé la siguiente ecuacion:

PIIINP =0,069 IMC + 0,141 VCM + 0,085 Urea —1,802 Albumina
— 0,026 Colesterol 40,007 TIMP1 + 0,222

Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0514, esta ecuacién define los

valores de PIIINP en un 51,4%.

PIIINP
MULTIVARIADO
Variables oLl pz o p
IMC 0,169¢0,022 a 0,160) 0,133
VCM 0,276(0,034 a 0,248) 0,011
Urea 0,306(0,020 a 0,151) 0,012
Albumina -0,240¢3,419 a0,185) 0,030
Colesterol -0,312¢0,044 a-0,008) 0,06
TIMP-1 0,143¢0,004 a 0,017) 0,213

Tabla97: Regresion lineal multiple del péptido aminoterminal de procolageno tipo tres (PtbN)
variable dependienteddMC: indice de masa corpoy&CM: volumen corpuscular med TTPAmratio del
tiempo pawcial de tromboplastina activagaIMR1: inhibidortisularde la metaloproteaa tipo uno
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En latabla 98 aparecen los resultados obtenidos en el andlisis de regresiom|NgR1

como variable dependiente. Se incluyeron cowrariables independientes las variables
TTPAr, fibrinbgeno, urea, bilirrubina total, fosfatasa alcalina y PIRIPLE en el estudio

de correlaciones). Tras realizar el andlisis multivariado ninguna de las variables resulto
significativa <0,05), aunquee observa una cierta tendencia en las variables fibrinGgeno

y ALP 1§=0,081 yp=0,088 respectivamenje

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal

multiple se calculé la siguiente ecuacion:

TIMP1 =44,971 TTPAr + 0,180 Fibrinogeno + 1,301 Urea
— 41,761 Bilirrubina 40,787 ALP + 4,608 PITINP + 8,063

Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0B27, esta ecuacién define los

valores de TIMR en un 32,7%.

TIMR1
MULTIVARIADO
Variables oLl dpzdg  p
TTPAr 0,081¢95,873 a 18%16) 0,923
Fibrinégeno 0,221¢0,023 a 0,382) 0,081
Urea 0,216¢0,356 a 2,958) 0,121
Bilirrubina total -0,209¢91,339 a 7,817) 0,097
ALP 0,207¢0,121 a 1,695) 0,088
PIINP 0,214¢1,335a 10,551) 0,126

Tabla98: Regresion lineal multipkéel inhibidor tisularde la metaloproteasa tipo uno (TIME como
variable dependienteT TPArratio del tiempo pacial de tromboplastina activad@LP: fosfatasa alcalina
PIIINP: péptido aminoterminal de procolageno tipo tres.
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En latabla 99 aparecen los resultadasbtenidos en el analisis degeesion del ELF como
variable dependiente. Se incluyeron como variables independientes las variables edad,
VCM, urea, proteinas totales, haptoglobina y velocidad de onda de qot@&156 en el
estudio de correlaciones). Trasalizar el andlisis multivariado resultaron significativas las
variables edad y Vp<£0,05).

Con los coeficientes no estandarizados obtenidos en el modelo de regresion lineal se

calculo la siguiente ecuacion:

ELF =0,018 Edad + 0,019 VCM + 0,001 Urea — 0,190 Proteinas Totales
— 0,003 Haptoglobina+ 0,382 Ve 4+ 7,197

Segln el coeficiente de determinacién obtenidd=0B90, esta ecuacién define los

valores de ELF en un 39%.

ELF
MULTIVARIADO
Variables oL/ dpz 0 p
Edad 0,283(0,000 a 0,036) 0,048
VCM 0,161¢0,009a 0,046) 0,180
Urea -0,003¢0,016 a 0,016) 0,979
Proteinas T. -0,119¢0,585 a 0,204) 0,337
Haptoglobina -0,199¢0,006 a 0,001) 0,112
Vc 0,326(0,101 a 0,664) 0,009

Tabla99: Regresion lineal miltiple del ELF como variable dependigi@®l: volumen cquuscular medio,
Proteinas T.: proteinas totales, Vc: velocidad de onda de corte, ELF: Test de Fibrosis Hepatica. mejorado
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Resultados

4.2.3 Objetivo 3: Analizar la eficacia clinica de los biomarcadores indirectos y directos,
de los algoritmos matematicos y de la welidad de onda de corte derivada desteidio
radiodiagnéstico en laevaluacion de la hepatopatia cronica de nuestra poblacion de

estudio, utilizando la biopsia hepética como estandar de referencia.

Para evaluar la utilidad clinica de los biomarcadoredpsi@lgoritmos matematicos y de
la velocidad de onda de corte derivadal estudio radiodiagnostico se emplearon curvas
ROC, estudiando el area bajo la curva, y en variables en las que ésta resulto significativa,

la sensibilidad, especificidad y el valoegictivo positivo y negativo.

Se tomd como variable de estado la identificacion del grupo dos de nuestro estudio, es
decir, la identificacion de aquellos pacientes que presentaban en la biopsia hepatica
infiltrados inflamaorios, balonizacién de los hepatitos, fibrosis o hialina de Malloy,

ademagde esteatosis.
i. Biomarcadores Indirectos

Se realiz6 el andlisis de las curvas ROC para cada uno de los biomarcadores indirectos
incluidos en el estudio (recuento de plaguetas, porcentaje de actividad del tiesepo
protrombina, albamina, bilirrubina total, transaminasas, GGT, fosfatasa alcalina,

haptoglobina Hmacroglobulina y apolipoproteiral).

Se obtuvo para cada umie las variables el area bajo la curva (AUC) con su correspondiente
valor de significaciorgsi como el intervalo de confianza. Los resultados aparecen reflejados
en latabla 100.
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Resultados

Intervalo de confianza

LS P Limite Limite

inferior superior

Plaquetas 0,440 0,548 0,248 0,631
ACTPR 0,448 0,604 0,257 0,639
Albumina 0,472 0,783 0,276 0,669
Bilirrubina Total 0,620 0,230 0,426 0,814
AST 0,616 0,131 0,516 0,874
ALT 0,675 0,153 0,488 0,862
GGT 0,619 0,236 0,415 0,822
ALP 0,540 0,611 0,386 0,693
Haptoglobina 0,391 0,277 0,206 0,577
h HMacroglobulina 0,401 0,322 0,189 0,613
ApoA-1 0,614 0,256 0,421 0,807

Tablal00: Valores del area bajo la curva (AUC), valqp déntervalos de confianza de lo®arcadores
indirectos. ACTPIRorcentaje de actiidad del tiempo de protrombingAST aspartato aminotransferasa,
P eY FEFyYyAYy2 | YAgBainikhngTerabss ALRoafatasa albdis; Apodil: apolipoproteina

Tras elandlisis de las curvas ROC se comprob6 que ninguno de los biomarcadores

Al.

indirectos obtuvo un AUC signdiiva (p<0,05).

ii. Biomarcadores Directos

Se realizé el analisis de las curvas ROC gaala uno de los biomarcadorelrectos

estudiadoHA, PIINP y TIMB.
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Resultados

Se obtuvo para cada uno de ellos el area bajo la curva (AUC) con su correspondiente valor
de significacion, asi como el intervalo de confianza. Los resultados aparecen reflejados en
latabla 101.

Intervalo de confianza
AUC P Limite Limite

inferior superior
HA 0,688 0,016 0,544 0,831
PIIINP 0,635 0,082 0,487 0,783
TIMP1 0,622 0,116 0,474 0,771

Tablal01: Valores del area bajo la curva (AUC), valqp déntervalos de confianza de los biomarcadores
directos.HA:4cido hialurénio, PIIINPpéptido aminoteminal de procolageno tipo tres, TIMPinhibidor
de la metaloproteasa tipo uno

Tras el andlis de las curvas ROC, se cal@llpunto de corte, sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo nega(VPN) para el HA, puesto que

fue el Unico biomarcador que obtuvan AUC con un vad de p estadisticamete
significativo §p<0,05). Asi mismo se determind el indice de Youd2®7), que analiza la
capacidad diagndstica del biomarcador usando un Unico valor en reemplazo de la forma
clasica, que valora de manera dual la sensibilidad y especificidedresultados se

reflejan en laabla 102.

Tablal02: Puntos de corte, sensibilidad, especificidiagiice de Youderalor predictivo positivo (VPP) y
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Cutoff | Sensibilidad | Especificidad | indice de | VPP| VPN
(ng/mL) (%) (%) Youden | (%) (%)
HA 15,89 92,9 50 0,429 65 87

valor predictivo negativo (VPN) paraaeido hialurénicqHA).




Resultados

En lagréfica46 se representa la curva ROC correspondiente al HA.

Sensibilidad

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad

Gréfica 46 Curva ROC détido hialurénicqHA).

iii.  Algoritmosmatematicos para la estimacion del grado de fibrosis hepatica

Se realizé el analisis de las curvas ROC para cada uno dgdosnos matematicos

estudiadoqELF, Apri, Forns, Fibrometer,-BibFibreQ, Hepascore y Via Index

Se obtuvo para cada uno de ellos el area bajo la curva (AUC) con su correspondiente valor
de significacién, asi como el intervalo de confianza. Ladtag®s aparecen reflejados en
latabla 103.
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Resultados

Intervalo de confianza
AUC \gzlzr Limite Limite

inferior superior
ELF 0,741 | 0,002 0,607 0,874
Apri 0,591 | 0,245 0,439 0,744
Forns 0,480 | 0,801 0,322 0,638
Fibrometer 0,726 | 0,004 0,587 0,865
Fb-4 0,578 0,321 0,424 0,732
Fibro-Q 0,499 0,984 0,343 0,654
Hepascore 0,575 0,337 0,423 0,728
Via Index 0,590 | 0,252 0,435 0,745

Tablal03: Valores del area bajo la curva (AUC), valqp déntervalos de confianzde los algoritmos
matematicos para lastimacién del grado de fibrosis hepatica

Tras el andlis de las curvas ROC, se cal@llpunto de corte, sensibilida@specificidad,
indice de Youdenvalor predictivo positivo (VPP) y valor predictivo naga(VPN) para
los algoritmos ELF y Fibrotee puesto que fueron los dos Unicos que obtuvieroma

AUC con un val de p estadisticamente significativgp€0,05).Los resultados se reflejan

en latabla 104.
Cutoff | Sensibilidad | Especificidad| indicede | VPP VPN
(%) (%) Youden (%) (%)
ELF 8,72 714 74,1 0,455 73,38 72,15
Fibrometer | -2,753 58,6 82,1 0,407 76,01 66,47

Tablal04: Puntos de corte, sensibilidad, especificidimdiice de Youdenyalor predictivo positivo (VPP) y
valorpredictivo negativo (VPN) de los algoritnteis= y FibrometeELFtest de fibrosis hepéatica mejorada.
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Resultados

En la graficas 4748 se representan las curvas ROC correspondientes a los algoritmos ELF
y Fibrometer.

Sensibilidad

1 - Especificidad

Grafica 47 Qurva ROC del algoritmo E(tést de fibrosis hepatica mejorada)

Sensibilidad

0,0 |
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad

Gréfica 48Qurva ROC del algoritmo Fibrometer.
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Resultados

iv.  Estudio radiodiagnostico

Se realiz6 el andlisis de la curvas ROadeslocidad de onda de corte (Vc), la Unica

variable continua derivaddel estudio radiodiagndstico

S obtuvoel area bajo la curvaAUC) con su correspondiente valor de significacion, asi

como el intervalo de confianza. Los resultados aparecen reflejadoganidd 05.

Intervalo de confianza
Valor
AUC dep Limite Limite
inferior superior
Vc 0,729 0,003 0,595 0,863

Tablal05: Valores del area bajo la curva (AUC), valor de p e intervalos de corfealzzaelocidad de onda
de corte (Vc).

Tras el andlisis de lasrgas ROC, se calcidbpunto de corte, sensibilidad, especificidad,
indice de Youdervalor predictivo positio (VPP) y valor predictivo ndiya (VPN) para la
variable Vc, puesto que aportén AUC con un vat de p estadisticamente significativo

(p<0,05).Los resultados se reflejan entébla 106.

Cutoff | Sensibilidad Especificidad indice de VPP VPN
(m/s) (%) (%) Youden (%) (%)

\Ye 1,9 72,4 67,9 0,403 69,28 71

Tablal06: Puntos de corte, sensibilidad, especificidiadiice de Youdenalor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) pdsavelocidad de onda de corte (Vc).
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Resultados

En lagrafica49 se representa laurva ROC correspondiente a la Vc.

Sensibilidad

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Especificidad

Gréfica 49Qurva ROC de helocidad de onda de corte (Vc).

Finalmente e realiz6 un andlisis de comparacion entre aquellas variables cuya AUC
resultd significativaHA, ELF, Iliometer y Vc). Para ele compararon los estadisticos ¢
de cada una de estas variables mediante la diferencia de asegsn lo descrito por
DelLong y col@08) No se encontraron diferencias sigoétivas f<0,05) en ningln caso

(tabla 107).

287






