INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

HOSPITAL DE PEDIATRIA
CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO SSXI

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE POSGRADO
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MEXICO

“Correlacion entre biomarcadores v la biopsia
hepatica para el diagndstico de fibrosis y
actividad necro-inflamatoria en pacientes

pediatricos con enfermedad hepatica grasa no

alcohdlica.”

TESIS DE INVESTIGACION
No. De Reqgistro R-2008-3603-27

PARA OBTENER EL GRADO DE

ESPECIALISTA EN

GASTROENTEROLOGIA Y NUTRICION PEDIATRICA

Tesista: Dr. Juan Antonio Orozco Barrios*
Tutor: Dra. Judith Flores Calderon®
Asesores: Dr. Segundo Moran Villota?

Dr. Guillermo Ramoén Garcia®

Servicio de Gastroenterologia del Hospital de Pediatria CMN, Siglo XXI Instituto
Mexicano del Seguro Social' Laboratorio de Investigaciéon en Gastro-

hepatologia? Departamento de patologia3



RESUMEN

La fibrosis hepatica se ha observado frecuentemente en biopsias hepéaticas de
nifios que padecen de Enfermedad hepéatica grasa no alcohdlica (EHGNA), en
algunos casos la deteccion temprana y un tratamiento oportuno pueden evitar o
detener la progresion; sin embargo debido al curso subclinico de la
enfermedad algunos progresan y el diagnéstico se realiza cuando ya tienen
fibrosis avanzada o han desarrollado cirrosis y sus complicaciones. La biopsia
hepatica es el método de eleccion para el diagndéstico, sin embargo no esta
exenta de complicaciones por lo que se han propuesto a biomarcadores en
suero para detectar fibrosis (Fibrotest) inflamacion (Acti-test) y esteatosis
hepatica (Steato-test).

Objetivos:

Conocer el grado de correlacion entre de las pruebas seroldgicas para la
deteccién de fibrosis, esteatosis y grado de actividad inflamatoria y los
hallazgos de la biopsia hepética en pacientes pediatricos con EHGNA.

Métodos:

Se incluyeron en forma consecutiva todos los pacientes con diagndéstico de
EHGNA, que se les realiz6 una biopsia hepéatica como parte de su estudio
integral. A todos se les tomo 5 ml de sangre para ser procesada para el analisis
de los biomarcadores. Las biopsias hepéticas se analizaron mediante el indice
de Metavir y Kleiner por un mismo patélogo, quién determin6é el grado de
fibrosis, actividad necroinflamatoria y grado de esteatosis en cada una de ellas.
Andlisis:

Se realizaron promedios y desviacion estandar (DE). La correlacién entre los
biomarcadores y los resultados del estudio histopatolégico se evaluaron por
medio de la prueba de Spearman. Se considerd significativos los resultados
con un valor de p: <0.05.

Resultados: Se incluyeron 21 nifios con edad media 14 afios (8 — 17 afios), la
media del IMC fue de 29.6 (DE +/- 3.7); 37% de los nifios tuvieron un perfil de
lipidos alterados, 20% con hipercolesterolemia, y 17% con hipertrigliceridemia.
El indice de Fibrotest permitié establecer la presencia de fibrosis en el 80% de
los pacientes, con una sensibilidad de 90%, y una especificidad del 100%. Con
el resto de las mediciones, no se encontré correlacién entre el grado de
esteatosis y de actividad necroinflamatoria evaluado mediante el indice Actitest
y Steatotest y los hallazgos histopatoldgicos en la biopsia hepatica.

Conclusion: Estos resultados indican que la determinacion de Fibrotest es Util
para evaluar la presencia de fibrosis hepética en nifios con EHGNA.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades de la Enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en la
infancia (EHGNA).

La EHGNA es una sindrome clinico patolégica en la cudl los hallazgos
histolégicos son semejantes a los encontrados en la hepatitis alcohdlica pero
en sujetos que pueden 0 no presentar elevacion de enzimas hepéticas y no
consumen alcohol. El espectro de la enfermedad es amplio, puede encontrarse
desde higado graso, esteatohepatitis con o sin fibrosis y evolucionar hasta la

cirrosis.!

La EHGNA se ha asociado a obesidad, hiperinsulinemia, hiperglucemia,
hipertension y dislipidemias por lo que actualmente se considera a EHGNA
como parte del Sindrome Metabdlico.? La frecuencia en nifios obesos o con

sobrepeso se ha reportado desde un 9.5 hasta un 42%.%*

La patogénesis es multifactorial; el depoésito de &cidos grasos libres y
triglicéridos en el higado da lugar a inflamacion y dafio hepatico mediante
multiples anomalias metabdlicas en sujetos con un “factor genético adecuado”.
El fenbmeno primario implicado es la resistencia a la insulina. La
hiperinsulinemia provoca un aumento en la sintesis de acidos grasos y
triglicéridos, inhibicion de la oxidacion de &cidos grasos libres y acumulo de
estos en el higado dando lugar a la esteatosis. La necroinflamacion se presenta
por un incremento del estrés oxidativo, por accién de intermediarios citotoxicos
dando lugar fibrosis y a una mayor produccion de colagena por peroxidaciéon
lipidica.>®

La importancia de su deteccidén radica en que es una enfermedad cronica,
habitualmente asintomatica, asociada a co-morbilidad y que tiene el potencial
de evolucionar hacia la cirrosis, por lo que debe buscarse intencionadamente

en todos aquellos nifios con factores de riesgo.*”



Las alteraciones metabdlicas asociadas son: perfil de lipidos alterado,
reportandose hipercolesterolemia entre un 37 a 46% e hipertrigliceridemia entre
un 59 a 73% en niflos obesos; otro alteracion metabodlica es la Diabetes tipo
reportada entre un 4.5 a 9%.°

Clinicamente la mayoria de los nifios son obesos o con sobrepeso,
asintomaticos, que en muchas ocasiones son referidos por el hallazgo de
transaminasemia o hepatomegalia durante un examen de rutina. El sintoma
que con mayor frecuencia llegan a presentar es dolor abdominal; a la
exploracién fisica se puede encontrar hepatomegalia hasta en un 59% de los

casos y Acantosis nigricans en axilas y cuello hasta en un 77%. °

Se recomienda para la evaluacion inicial determinar el indice de masa corporal
(IMC) Kg/m2, para detectar a aquellos con sobrepeso ( > percentil 85) u
obesidad (> percentil 95); indices biogquimicos que incluyan glicemia
preprandial, perfil de lipidos, transaminasas Yy solicitar estudios especificos para
descartar otras causas de enfermedad hepética crénica. El diagndstico
diferencial radica en descartar alguna condicion cronica hepatica
especialmente aquellas en las que se puede encontrar esteatosis como son la
enfermedad de Wilson, hepatitis por Virus C, fibrosis quistica, deficiencia de
alfa 1 antitripsina y hepatitis autoinmune; e investigar otras causas qué también
producen esteatosis como antecedente de uso de drogas hepatotoxicas

(metotrexate, prednisona, L-asparaginasa) o nutricién parenteral. %

El ultrasonido abdominal es un método de complementacion diagndstica para
deteccion de higado graso con una sensibilidad del 89% y una especificidad del
93%. La imagen sonografica que habitualmente se observa es un higado
grande brillante e hiperecoico. Otros estudios se han empleado para detectar
esteatosis hepética tales como la tomografia computada y resonancia
magnética, sin embargo, ademas de ser costosos, al igual que el ultrasonido no
han sido utiles para diferenciar entre una esteatosis simple de una

esteatohepatitis, pero no se recomienda su uso rutinario.**



El diagnostico de sospecha se basa en el hallazgo de transaminasemia, con un
ultrasonido compatible con higado graso en un nifio con algun factor de riesgo
como obesidad, hiperglucemia e hiperlipidemia, después de haber descartado
otras causas de enfermedad hepatica crénica.’

La biopsia hepatica es el estandar de oro para el diagnéstico definitivo. Hasta el
momento no se ha llegado a un consenso de cuando realizar la biopsia en
estos pacientes, pero en general esta indicada en aquellos pacientes obesos
con factores de riesgo, tales como hiperlipidemia e hiperglucemia, que
presentan transaminasemia persistente habitualmente por mas de 3 meses, en
los que se ha descartado otras causas de enfermedad hepética y que han
fallado al manejo nutricional (persistencia del mismo peso o IMC, o0 cuya

pérdida haya sido < 10% después de dieta y ejercicio).'?*

Los hallazgos histologicos incluyen esteatosis macro y microvesicular en la
mayoria de los casos, lipogranulomas en el 83%, la inflamacién portal en el
79%, inflamacién lobulillar en el 36%, cuerpos de Mallory en el 19%,
degeneracion balonoide en un 34%, fibrosis portal en un 60% y perivenular en
un 19% vy cirrosis en un 3%." A diferencia del paciente adulto, en nifios la
fibrosis portal suele ser mayor que la lobulillar. La intensidad de los hallazgos
histolégicos determina el grado de severidad y pronéstico. En pacientes adultos
se ha reportado que la historia natural de la EHGNA varia de acuerdo al tipo
histolégico, los pacientes sin inflamacion parece ser que tienen un curso
benigno sin progresién histolégica, en contraste con aquellos con
esteatohepatitis que pueden progresar a cirrosis.*?> En nifios no hay estudios
longitudinales para establecer claramente la historia natural, sin embargo se ha
encontrado que los niveles altos de transaminasas e insulina correlacionan con

una mayor frecuencia con la presencia de esteatohepatitis y fibrosis.?**

1.2. La biopsia Hepatica. En la practica clinica habitual en Hepatologia y

Gastroenterologia, la biopsia hepética es el método usual para la valoracion de
dafio hepético en pacientes con enfermedad hepatica crénica de diferente
etiologia ya que permite conocer la extension y magnitud del dafio necro-

inflamatorio y fibrético al higado.*®



Desafortunadamente, la biopsia de higado tiene un serio error de muestreo,
una alta variabilidad intra e inter-observador, es invasiva, costosa y no exenta
de complicaciones.®*® En pacientes adultos hasta un 30% experimentan dolor
después del procedimiento, en biopsias por mini laparoscopia se reporta
complicaciones severas en 1%, en biopsia percutanea en 0.2%, y la mortalidad
se aproxima al 0.01%.%° En nifios se reporta complicaciones mayores en el
2.6% de los casos, siendo hemorragia la complicacién mas frecuente®*. Por
ello, se han buscado métodos no invasivos que simplifiquen el diagnostico
como los biomarcadores.?> Para incrementar el valor diagnéstico de los
biomarcadores, multiples marcadores séricos se han combinado en modelos

matematicos para predecir fibrosis, como el fibrotest.

1.3 FibroTest. Desde la publicacion del primer estudio en hepatitis C que

inclufa 323 pacientes en 1999, otras publicaciones han confirmado y validado
el valor diagnéstico de la combinacion (FibroTest y ActiTest) como una
alternativa a la biopsia de higado en pacientes adultos **?°. Los marcadores
biolégicos qué utiliza esta prueba son faciles de determinar y cuantificar.
Afortunadamente, en el transcurso de los ultimos afios se ha logrado acumular
experiencia clinica y las pruebas ha sido validada en pacientes adultos con
hepatitis C cronica,”* y hepatitis viral B®>. En el metandlisis en el que se
incluyeron un total de 1679 pacientes adultos se reporté que el indice de
Fibrotest con un valor de corte de 0.22 tiene una sensibilidad de 57% (95% IC
45-69%) y una especificidad 90% (87-92%).?°?’ Recientemente se han

realizado estudios similares en adultos con EHGNA, con resultados similares.?®
30

1.4 Descripcion del Fibrotest. (FT) El indice de fibrosis (FibroTest) combina la
26,29

medida sanguinea de los siguientes cinco marcadores de fibrosis:
a. Alfa2-macro globulina.
b. Haptoglobina.
c. Apolipoproteina Al.
d. Bilirrubina total

e. Gama-glutamil-transpeptidasa



1.5 Descripcién del Actitest. (ST) El indice de actividad (ActiTest) combina los

mismos marcadores arriba mencionados ademas de los niveles de
transaminasa glutamico piravica (TGP) también conocida como alaninoamino

transferasa (ALT). %°?°

1.6. Descripcion _del EsteatoTest (ST). El EsteatoTest es un indice que

combina 6 componentes, los 5 del Fibro-Test (arriba descrito), la ALT del
ActiTest (ajustado por edad, género e indice de masa corporal), mas glucosa
Sérica, triglicéridos y colesterol. Los puntajes del ST varian en el rango de cero
a 1.00; los valores altos indican una mayor probabilidad de esteatosis

significativa.®

1.7 Descripcion de los biomarcadores.

Alfa2-Macroglobulina. La alfa2-macro globulina (A2MG) es una proteina

sintetizada por el higado (hepatocitos, células de Ito o estelares y granulomas).
Su concentracion en suero aumenta en presencia de fibrosis hepatica. La
sintesis de A2MG se incrementa durante la activacion de células estelares en el
curso de la fibrogénesis. Inhibe las proteinasas, en particular la actividad de la
colagenasa, con la que se incrementa la fibrosis inhibiendo la degradacion de

las proteinas de la matriz extracelular. 3*? Valores normales 102 a 259 mg/dL.

Haptoglobina. Es una proteina sintetizada por el higado la cual disminuye en
presencia de fibrosis.®**** Esta reduccién es independiente de la presencia de
hemolisis 0 de insuficiencia hepatica. Cuando ocurre la fibrosis, su regulacion
es opuesta a la de A2MG, lo cual puede ser explicado por los roles opuestos
del Factor de Crecimiento Hepatocitario (HGF) y el Factor de Crecimiento
Transformarte (TGF beta 1) durante la fibrogénesis y la inflamacion. Un
aumento del HGF en el curso de fibrosis experimental, se asocia con una
disminucién de TGF beta 1, un incremento del A2MG y una disminucion de la
Haptoglobina. Los mismos resultados han sido reportados en pacientes con
hepatitis C cronica confirmando que el HGF estimula la sintesis de A2MG y

disminuye la sintesis de la haptoglobina.** Valores normales 36 a 195 mg/dL.
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Apolipoproteina A1 (ApoAl) es una proteina sintetizada por el higado, la cual

transporta colesterol. En la fibrosis hepatica, la liberaciéon de ApoAl de los
hepatocitos es obstaculizada por las fibras de coldgeno de la matriz
extracelular (via residuos de lisina e interaccion de colageno) y su trascripcion
se reduce igualmente.®**® Diversos estudios han demostrado que los niveles
séricos de ApoAl decrecen en presencia de la fibrosis.** Valores normales 90
a 170 mg/dL.

Bilirrubina total. La bilirrubina es un pigmento que resulta de la degradacion de

los eritrocitos (hemoglobina), la cual es normalmente transportada en la sangre
como bilirrubina indirecta, biotransformada por el higado, y excretada en forma
de bilirrubina directa. En la fibrosis hepatica, la bilirrubina se incrementa. En la
hepatitis cronica viral C se ha descrito una modificacion de los transportadores
de bilirrubina que puede explicar las diferencias vistas en las primeras fases de

fibrosis en esta enfermedad.'® Valores normales 0.3 a 1.6 mg/dL.

Gama glutamil trans-peptidasa. La Gama glutamil trans-peptidasa (GGT) es

una enzima sintetizada por los hepatocitos, la cual se incrementa con la
fibrosis. Los mecanismos de este incremento son desconocidos. En algunos
estudios se ha descrito que el incremento esta asociado con el HGF, pero
permanece independiente del aumento de las transaminasa y la bilirrubina.
Aparte de la colestasis, otra hipétesis independiente es que el incremento de
GGT se relaciona con un incremento del factor de crecimiento epidérmico

durante la fibrogénesis.?* Valores normales 5 a 95 U/L.

Transaminasa glutamino pirdvica o alaninoamino transferasa (TGP o ALT).

Esta es una enzima sintetizada por los hepatocitos, la cual se incrementa en
suero cuando se presenta inflamacion del tejido hepatico y necrosis.®*°

Valores normales

Otros parametros requeridos. Para el calculo adecuado de Steatotest: son

colesterol, triglicéridos, glucosa y de transaminasa glutdmico oxalacética (TGO)

0 aspartato aminotransferasa (AST).
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Otros pardmetros clinicos. la edad, el género asi como el peso y talla para el

calculo del indice de masa corporal.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La frecuencia de EHGNA ha aumentado en nuestro medio se ha reportado que

hasta el 87% de los pacientes presentan en las biopsias hepatica algun grado
de fibrosis y debido al caracter asintomatico y evolucion silenciosa de la
enfermedad, la evaluacion de la presencia de fibrosis a través de
biomarcadores no invasivos facilitaria una evaluacién temprana y pronostico de

la enfermedad sin necesidad de biopsia.

Las pruebas de FibroTest, ActiTest y Steato test parecen ser altamente
confiables para la deteccion de fibrosis, actividad necroinflamatoria y
esteasosis en pacientes adultos, existe poca experiencia en la poblacién
pediatrica y por lo tanto consideramos que es importante conocer la
correlacion entre los métodos no invasivos mediante biomarcadores y los

hallazgos histologicos de la biopsia hepética en nifios.

3. HIPOTESIS

La presencia de fibrosis, actividad necroinflamatoria y esteatosis hepatica
mediante la biopsia hepatica tiene una correlacién con un valor de R= 0.6 con
los resultados de los biomarcadores mediante los indices de Fibrotest, Actitest
y Steatotest.

4. OBJETIVO GENERAL.

Correlacionar los resultados de biomarcadores no invasivos de fibrosis,

actividad inflamatoria y esteatosis con los resultados de la biopsia hepatica en

nifios con diagnostico de EHGNA.

4.1 OBJETIVO ESPECIFICO
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1. Determinar la correlacion entre el grado histopatolégico de fibrosis y el
indice de Fibrotest

2. Determinar la correlacion entre la actividad necro-inflamatoria y
esteatosis de la biopsia hepética con el indice de Actitest y Steatotest

respectivamente.

5. MATERIAL Y METODOQOS.

Se trata de un estudio tipo prueba diagndstica, que incluyd, de manera

consecutiva, a todos los pacientes con diagnéstico de EHGNA atendidos en la
clinica de Hepatologia del Departamento de Gastroenterologia del Hospital de
Pediatria, del Centro Médico Nacional Siglo XXI, durante marzo del 2007 a
agosto del 2008.

Este trabajo fue aprobado por el comité de investigacion con el niamero: R-
2008-3603-27

5.1 Criterios de inclusion:
1. Pacientes con diagnostico de EHGNA a quienes se les realiz6 biopsia
hepatica bajo los siguientes criterios:
- Nifios con obesidad (IMC >p95) o sobrepeso (IMC>p85)
- Transaminasemia (ALT y/o AST >40UI/L) después de haber sido
sometidos a un programa de dieta de reduccion y ejercicio por 3 meses
sin pérdida de peso <10%.
- Haber descartado otras causas de enfermedad hepética crénica:
Hepatitis B (AgsVHB negativo) Hepatitis C (Anti-VHC negativo),
Enfermedad de Wilson (Ceruloplasmina normal), Hepatitis Autoinmune
(ANA, AML, AMT negativos), historia negativa de uso de drogas
hepatotdxicas y nutricion parenteral)
2. Edad: 5 a 17 afios
3. Hombres y mujeres.
4. Aceptaron una toma de muestra sanguinea (5ml), en ayunas, para la
determinacién de los biomarcadores requeridos en la prueba denominada
Fibrotest, Actitest y Steatotest, mediante firma de el formato de consentimiento

informado aprobado por el Comité de investigacion.
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5.2 Criterios de eliminacion.

1. Pacientes que tuvieron un intervalo mayor a cuatro semanas entre la

muestra de sangre para marcadores bioldgicos y la biopsia de higado.

2. Pacientes en los cuales el Patologo considerd que la biopsia hepatica no era

interpretable.

3. Datos clinicos y bioquimicos incompletos.

4. Suero lipémico o hemolizado

5. Suero obtenido después de una transfusion sanguinea

6. Variables de estudio

a. Histopatoldgicas

inflamatoria)

(esteatosis,

fibrosis vy

actividad

necro-

b. Bioquimicas: Biomarcadores (AST, ALT, Gamma GT, Bilirrubina

total,

Bilirrubina conjugada, glucosa en ayunas,

colesterol

triglicéridos, a 2 macro globulina, apolipoproteina, haptoglobina)

c. Clinicas: edad, género, peso y talla y céalculo del indice de masa

corporal (Kg/m2sc), hepatomegalia, acantosis nigricans.

VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA DE | CATEGORIA
CONCEPTUAL OPERACIONAL | MEDICION
Edad Tiempo Edad en afios | Continua Afos
transcurrido desde | transcurrido
el nacimiento desde el
nacimiento.
Sexo Condicion orgéanica | Caracteristicas Ordinal Hombre
que distingue al | de los organos | Dicotémica Mujer
hombre de la mujer | sexuales que
distinguen al
hombre y a la
mujer
Fibrosis Depositos de | Las biopsias | Ordinal Grados 1 a4
colageno como | seran evaluadas
respuesta a un | usando el
dafio hepatico sistema de
puntaje
METAVIR
Esteatosis Depositos de grasa | Las biopsias | Ordinal Gradola3
en higado en | serdn evaluadas
respuesta a | usando el
resistencia a la | sistema de
insulina puntaje KLEINER
Actividad Presencia de | Marcador de | Ordinal Grado leve,
necroinflamatoria | celulas actividad moderado y
inflamatorias y severo
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necrosis en
respuesta a dafio
hepético crénico

Fibrotest Indice utilizado | Marcador de | Continua Log0.l1a1l
para la deteccién | fibrosis Val. Normal <
de fibrosis que esta 0.22
compuesto por

Actitest Indice utilizado | Marcador necro- | Continua Log0.l1al
para determinar la | inflamatorio Val. Normal
actividad <0.5
necroinflamatoria.

Steatotest. Indice utilizado | Marcador de | Continua Log0.l1a1l
para  determinar | higado graso Val. Normal
steatosis. <0.5

6.1 Biopsia hepatica y variables histopatoldgicas a estudiar.

1. Tejido hepético
La evaluacion de las biopsias se realiz6 por un patdlogo en forma ciega y en un
solo tiempo conociendo Unicamente el diagnostico de base y la edad de los

pacientes, sin saber la finalidad del estudio.

La muestra de tejido hepatico requirid para su evaluacion histopatolégica:

1. Fijacion en formol al 10%.

2. Blogue de parafina con la biopsia de higado.

3. Contar por lo menos con 4 laminillas histologicas sin tefir.

4. Contar por lo menos con 4 laminillas tefiidas, que incluyan al menos las
tinciones de hematoxilina y eosina y Tricromico de Masson.

5. Didmetro de la biopsia mayor a 25 mm o bien disponer de por lo menos

5 espacios porta para evaluacion microscoépica.

- Variables histopatologicas

2. Graduacién de fibrosis:

El grado de fibrosis se determindé mediante el sistema de puntaje METAVIR.
Grado 0 (F0): no fibrosis

Grado 1 (F1): fibrosis porta

Grado 2 (F2): fibrosis portal + algunos septos interlobulillares

Grado 3 (F3): fibrosis portal + muchos septos

Grado 4 (F4): cirrosis.
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La fibrosis avanzada se definié como fase 2, 3 0 4. %8

3. Graduacién de la actividad Necro-inflamatoria: Grado 0: sin inflamacion,

grado 1: leve, grado 2: moderada; grado 3: intensa.’®

4. Grados de esteatosis; se clasifico como grados 0, 1, 2 o0 3, dependiendo del
grado del porcentaje de esteatosis en el parénquima.

Grado 0: <5%,

Grado 1: 5a 32%

Grado 2: 33 a 66%

Grado 3: >66%."®

5. Esteato-hepatitis se valoré con el “Puntaje de Esteato Hepatitis de origen
no alcohdlico” (NAS). ElI NAS especificamente incluye solo caracteristicas de
actividad que son potencialmente reversibles a corto plazo. EI NAS se define
como la suma no ponderada de los puntajes para la esteatosis (0-3), para
inflamacion lobular (0-3) y para necrosis (0-2); variando asi entre el rango de O
a 8.

Puntaje de 0 a 2 : no diagndsticos

Puntajes de 5 o mayores diagndsticos.

Puntajes de actividad de 3 y 4 probable (dudoso).”*®

6.2 Variables Bioquimicas

A todos los paciente incluidos se les realiz6: Los biomarcadores (Actitest,
fibrotest y Steatotest) cuyo analisis comprende: Proteinas especificas (Alfa 2
macroglobulina, haptoglobina y apolipoproteina), bilirrubinas, gamaglutamil
transpeptidasa (GGT), alaninoaminotrasferasa (ALT), aspartato
aminotransferasa (AST), colesterol, triglicéridos y glicemia sérica. Todas las
muestras fueron tomadas al momento de su hospitalizacion para la toma de

biopsia hepatica, con las siguientes consideraciones:
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» EIl volumen de la muestra de sangre obtenido fue de 3 ml en tubos sin
anticoagulante.

» La muestra de Sangre se centrifugaron en un periodo maximo de 2 horas,
después de la coleccion de la muestra de sangre.

» La centrifugacion se ajusto (la velocidad y el tiempo) con las
recomendaciones del fabricante del tubo.

» Las pruebas bioquimicas generalmente se procesan con el suero fresco.
Sin embargo, el suero se almaceno no mas de 72 hr. a una temperatura
promedio de + 2°C a + 8°C, protegido de la luz para evitar la degradacion
de la Bilirrubina.

» El anadlisis de las proteinas especificas (Alfa2- macroglobulina,
Haptoglobina, y Apolipoproteina Al) fue llevado a cabo en el suero
almacenado en +2°C y/o +8°C no mas alla de 5 dias.

» Los lipidos y la hemolisis pueden alterar los resultados por lo qué un suero
hiperlipidémico o hemolizado se rechazaron y se volvieron a tomar.

» Todas las muestras se etiquetaron con el nombre completo del paciente y

dia de la toma.

El panel de marcadores bioquimicos llamado Fibrotest (FT), Actitest, y
Fibromax fue desarrollado por Biopredictive Paris, (France, FibroSURE in the
US patented artificial intelligence algorithm USPTO 6,631,330).

El indice de fibrotest (para la determinacién de fibrosis) incluye: alfa 2
macroglobulina (A2M), apolipoproteina Al, haptoglobina, bilirrubinas totales y
gamaglutamil transpeptidasa (GGT); el indice de Acti-test (para el grado de
tejido necrotico-inflamatorio) combina los 5 marcadores del fibrotest mas la
determinacion de ALT. Este panel tiene un valor predictivo en donde un indice

de 0.7 correlaciona con grado de Fibrosis >2 por Metavir.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan en promedios y desviacion estandar. Se considerd

significativos los resultados al obtener un valor de p<0.05.
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Los valores de Fibrotest, Actitest y Steatotest se correlacionaran con los
correspondientes grados de fibrosis, inflamacion y esteatosis de cada uno de
los pacientes, utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman.

Después de excluir a los pacientes con biopsia hepatica no interpretable, se
esperaba una correlacion minima de r=0.6 con un valor de p<0.05. El tamafio
de muestra se estimd tomando como referencia una correlaciéon r=0.6
(coeficiente de correlacion de Spearman), con los siguientes supuestos: error
alfa 5%, error Beta 20%, Con lo cual se obtuvo una muestra minima de 18

pacientes.

Se calcul6 sensibilidad y especificidad con las siguientes férmulas:

VP
VP + FN

Sensibilid ad =

N

Especifici dad = ————
VN + FP

VP = verdaderos positivos
FN = Falsos negativos
VN = Verdaderos negativos

FP = Falsos positivos
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8. Resultados.

Se incluyeron un total de 21 pacientes con EHGNA en un periodo comprendido
de marzo 2007 hasta agosto del 2008.

Las caracteristicas demograficas se muestran en la tabla No. 1. La edad
promedio fue de 14 afos, 13 (66.6%) eran de sexo masculino, el peso
promedio fue de 68.5 K (DEx 16). Todos los pacientes se encontraban con IMC
por arriba del percentil 85, con una media de IMC 29.5 (DS + 3.8); presentaron
obesidad (IMC > al percentil 95) 11 nifios (55%).

Al examen fisico todos tuvieron acantosis nigricans en cuello y/o axilas e ingles,
ninguno de los pacientes tuvo hepatalgia ni hepatomegalia; en los 21 casos
estudiados el perfil de marcadores de autoinmunidad y el perfil viral para VHC
y VHB fue negativo ; en todos los niveles de ceruloplasmina fueron normales.
Ninguno tuvo antecedentes de uso de drogas hepatotoxicas, administraciéon de
nutricion parenteral o consumo de alcohol. El ultrasonido abdominal mostré

cambios compatibles con higado graso en todos los casos.

Los resultados de los parametros bioquimicos se muestran en la tabla No.2.
Se observo hipertrigliceridemia en 17% de los pacientes, hipercolesterolemia

20% e hiperglicemia en un 10% de los casos.

Los niveles séricos de los biomarcadores especificos para fibrosis mostraron
en todos los niflos con EHGNA valores de Alfa 2 macroglobulina elevados a
comparacion del grupo control (361.5 vs 246 mg/dL respectivamente, p 0.035).
Los niveles de  haptoglobina y apolipopnroteina Al estuvieron dentro de

rangos normales en los 2 grupos sin diferencia significativa.

En todos los nifios se realizo biopsia hepatica por laparoscopia, en ningun caso

se presentaron complicaciones inmediatas o tardias.

La evaluacion histopatologia mostré en base a las escala de METAVIR, fibrosis

de diferentes grados en 20/21 (95%) de las biopsias analizadas, tuvieron
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fibrosis algun grado de fibrosis 18 (90%); en las 21 biopsias se observo algun
grado de necro-inflamacion y esteatosis, en 10/21 (48%) la esteatosis fué

severa (grado 3). (Tabla 3y Fig. 1-3).

El indice promedio para Fibrotest, Actitest y Steatotest se muestra en la tabla 4.
Se encontré que el indice de Fibrotest se encontraba en 18/21 pacientes en
valores mayores a los referidos como normal, el Actitest en 2/21(9.5%) y
Steatotest en 6/21 (28.5%).

Tomando un valor de corte de 0.22, descrito en el metanalisis realizado en
adultos para diagndstico de fibrosis hepatica en la biopsia hepatica a través del
Fibrotest,”® se observé en 18/20 pacientes, y solo en uno no hubo diagnéstico
de fibrosis por Fibrotest ni en la biopsia hepatica, con esta prueba la
correlacion entre los valores de fibrotest y fibrosis en la biopsia hepéatica fue
r=0.8 (coeficiente de Spearman), se obtuvo una sensibilidad 90% (IC 95% 0.68
- 0.99), y una especificidad del 100% (tabla 5) (Gréfica 1).

Para el indice de Actitest y actividad necroinflamatoria en la biopsia hepatica no
se encontrd correlacion r=0.024 (Coeficiente de Spearman). Para el indice de
Steatotest no hubo correlacion con el grado de esteatosis encontrado en la
biopsia hepéatica r=0.033 (Coeficiente de Spearman).
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9. DISCUSION

Existen diversas causas que pueden dafar el higado dando lugar a

necroinflamacion cronica, fibrosis y finalmente desarrollo de cirrosis. En los
adultos las causas desencadenantes son habitualmente secundarias a
infecciones por Virus de la Hepatitis B y C o ingesta crénica de alcohol; en la
poblacion pediatrica varian segun la edad del nifio; en lactantes predominan las
colestasis neonatales y los defectos metabdlicos mientras que en los nifios
mayores las causas son de origen autoinmune, secundarias a uso de drogas
hepatotoxicas, post hepatitis y criptogénicas. Durante los udltimos afios el
aumento en la prevalencia de obesidad ha dado lugar a un incremento de los
casos con enfermedad hepética grasa no alcohdlica (EHGNA) en la poblacién
general, en Estados Unidos aproximadamente un 30% de los adultos y 10%

de los nifios la padecen.?®

La EHGNA representa un espectro amplio de condiciones que van desde la
presencia de higado graso que por lo general su curso clinico es benigno y no
progresivo, hasta la presencia de esteatohepatitis que esa una forma mas

grave con el potencial de progresar a cirrosis y enfermedad hepatica terminal.

La biopsia hepatica es el indicador mas confiable para el diagnostico y
establece la presencia de fibrosis, sin embargo no es un método inocuo y
exento de complicaciones por lo que actualmente se han buscado técnicas no
invasivas (biomarcadores) para la deteccion de fibrosis.'*?? Estos métodos se
basan en la utilizacién de la combinacion de biomarcadores séricos para la
evaluacion cuantitativa de fibrosis (FibroTest); de esteatosis (SteatoTest) y la
determinacion cuantitativa de actividad necroinflamatoria (ActiTest) a traves de
un indice que permite su correlacion con la evaluacion histopatolégica de la
biopsia hepatica.?**° Estos métodos han sido validados en adultos y existen
poca experiencia en el grupo pediatrico. Estos marcadores séricos en
pacientes adultos con hepatopatia crénica por diferentes causas se han
validado para deteccion del grado de fibrosis comparados con la biopsia
hepética, reportado un area bajo la curva ROC (Receiver Operating
Characteristic) entre 0.79 y 0.88 para fibrosis por Metavir de F2 y entre 0.95 a
0.97 para F4. 242628
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En nuestro estudio en todos los casos el diagndstico de EHGNA se realizé por
biopsia, encontramos que un indice de Fibrotest de mayor a 0.22 permitid
establecer la presencia o no de fibrosis de cualquier grado en el 95% de los
pacientes, con una sensibilidad de 90%, y una especificidad del 100%. La
importancia de identificar fibrosis con valores de Fibrotest por arriba de 0.22 es
gue nos permitiria conocer la presencia del dafio causado al identificar fibrosis,
por lo que en ellos se considera realizar la biopsia hepética para estadificar la
fibrosis y establecer un prondstico, sin embargo, en pacientes con valores de
FT menores a 0.22 no se identificaria fibrosis hepatica, por lo que en ese
momento no someteriamos los pacientes a biopsia hepatica evitando

complicaciones y costos que implica esta.

Con el resto de las mediciones (Actitest, Nashtest y esteatotest), no se
encontré correlacibn entre el grado de esteatosis y de actividad
necroinflamatoria posiblemente relacionado a los valores de corte qué fueron
tomados de los de referencia en personas adultas y/o del tamafio de nuestra

muestra que resulto pequefio para la validacion de esta prueba.

La evaluacién histopatolégica con el método de Kleiner®® permite determinar la
cantidad en porcentaje de grasa hepatica y el Steatotest mide la esteatosis a
través de un indice que incluye los marcadores seroldgicos del fibrotest mas los
niveles de colesterol y triglicéridos; en nuestro estudio la correlacion entre
ambos parametros fue muy baja (Coeficiente de Spearman r=0.033) lo qué
pudiera estar relacionado a que un bajo porcentaje de estos nifios (37%)

tuvieron un perfil de lipidos alterado.

En cuanto a la estimacién del grado fibrosis, el indice de Fibrotest ademas de
incluir el nivel de bilirrubinas totales y GGT determina los niveles de
biomarcadores especificos para fibrosis como son la determinacion de alfa 2
macroglobulina , proteina que se incrementa durante el proceso de fibrosis a
nivel de la matriz extracelular;®* en todos los casos los niveles de esta proteina
estuvieron incrementados a diferencia de la haptoglobulina y Apolipoproteina

que se espera estéen disminuidos durante el proceso de fibrosis y los cuales se
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encontraron normales tanto en los niflos con EHGNA como en los controles.
Esta falta de disminucion en los niveles séricos de haptoglobulina y
apolipoproteina, en nuestros pacientes estudiados pudiera esta reflejando el
bajo grado de fibrosis que se observé en sus biopsias.

La correlaciéon qué obtuvimos en nuestros casos para la estimacion de fibrosis
entre el indice de fibrotest y la biopsia fue de r=0.8 (Coeficiente de Spearman)
con algun grado de fibrosis. Estos resultados son comparables con aquellos
reportados en un grupo de nifios con enfermedad hepatica cronica de diferente
etiologia en los que se evalu6 el grado de fibrosis mediante Fibrotest y
Elastografia (Fibroscan) y en los cuales reportaron una correlacion de
Spearman de r=0.84 y r=0.88 respectivamente en nifilos con fibrosis

avanzada®.

Otro estudio en nifios mostré que la elastografia (FibroScan), Fibrotest, y el
indice de APRI (relacion AST/plaquetas) tuvieron una correlacion significativa
con el grado de fibrosis evaluado por Metavir en la biopsia hepatica, reportando

una area bajo la curva (ROC) de 0.88, 0.73, y 0.73 respectivamente. *°

Una observacion hecha en nuestro estudio esta en relacion a que los 21 casos
fueron evaluados por presentar obesidad y transaminasemia en algun
momento de la evolucion, sin embargo un 40% tuvieron enzimas ligeramente
aumentadas (entre 40-60 UI/L) al momento de la biopsia, en todos estos casos
los hallazgos histopatoldgicos revelaron esteatohepatitis en todos vy fibrosis en
el 95% de los casos. Cuando se comparG Actitest con la actividad
necroinflamatoria en la biopsia se obtuvo una correlacion de Spearman de
r=0.024 , esta baja correlacion consideramos se debié a qué el indice de
Actitest incluye como pardmetros de inflamacién hepatica la ALT, enzima cuyos
niveles resultaron solo ligeramente incrementados en 40% de los casos. Se ha
reconocido que la EHGNA es una entidad que puede pasar desapercibida por
mucho tiempo, su curso clinico puede ser silencioso y los niveles de
transaminasas reportarse fluctuantes o normales, lo que enmascaran la
presencia de un higado afectado; hasta un 25-30% de pacientes adultos

pueden mostrar una elevacion minima de los niveles de transaminasas con
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biopsia en las que se han observado fibrosis y/o cirrosis.** En nifios este hecho
también ha sido reportado, Mofrad y cols observaron en 6/15 (40%) nifios con
enzimas hepaticas normales cambios histopatolégicos con esteatohepatitis y

fibrosis, 3424344

Por lo tanto la EHGNA es un diagnéstico que debe sospecharse en todos los
nifios obesos como causa de enfermedad hepatica crénica con o sin

transaminasemia importante.

El examen fisico (presencia de hepatomegalia o acantosis nigricans),
bioquimico y hematolégico de rutina son de ayuda para detectar al paciente
que pudiera tener EHGNA, sin embargo, hay biomarcadores que pueden
detectar a aquellos nifios con mayor riesgo de padecerla y de tener un mayor
avance de la enfermedad por lo que es recomendable buscar
intencionadamente datos relacionados con factores de riesgo como son la
presencia de hiperlipidemia, Diabetes Mellitus, relacion AST/ALT >1 e indice

29 en estos casos la utilizacion de un

de HOMA (resistencia a la insulina),
marcador sérico para la deteccion de fibrosis como el (Fibrotest) nos puede
ayudar a identificar a estos sujetos y dar un tratamiento oportuno si una

necesidad inicial de realizar una biopsia.

En conclusién la determinacion de FibroTest es una alternativa para evaluar la
fibrosis hepatica, ya que con valores bajos no seria necesario realizar biopsia
hepatica, y en valores altos la biopsia seria para determinar la gravedad de la
fibrosis. El FibroTest representa una buena opcién durante la evaluacion inicial

de los pacientes pediatricos para discriminar quienes cursan con fibrosis.
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11. ANEXOS.

Tabla No. 1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION

V aribles EHGNA
N=21

Sexo

- Masculino 13 (65%)

- Femenino 7 (35%)
Edad (Rangos) 14a (17 - 8)
Peso (DS) 68.5 (= 16)
IMC (DS) 29.5 (£ 3.8)
Obesidad 11 (55%)
Sobrepeso 9 (45%)
Acantosis 20 (100%)

TABLA No. 2 RESULTADO DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

VARIABLES EHGNA
N=21

AST (U/L) 64 (+ 23)
ALT (U/L) 42 (£ 24.9)
AST/ALT 0.9 (£ 0.05)
GGT (U/L) 52 (+ 4.8)
Bilirrubina Total 0.6 (£ 0.6)
(mg/dL)
Trigliceridos 194 (+ 103)
(mg/dL)
Colesterol (mg/dL) 163 (+ 23)
Glucosa (mg/dL) 87.25 (£ 12)
Alfa 2
macroglobulina 361.5 (+ 23)
(mg/dL)
Haptoglobina 95 (+ 55)
(mg/dL)
Apolipoproteina 146 (+ 30)

Los resultados se presentan en medias y DE



TABLA No. 3 RESULTADO DE LAS BIOPSIAS HEPATICAS

Metavir
e Gadro 0 (FO) 1 (5%)
e Grado 1 (F1) 12 (57%)
e Grado 2 (F2) 6 (29%)
e Grado 3 (F3) 2 (9%)
e Grado 4 (F4) 0
Esteatosis
e GradoO 0
e Gradol 5 (24%)
e Grado?2 6 (28%)
e Grado 3 10 (48%)
Necro-Inflamacion
e GradoO 0
e Gradol 11 (52%)
e Grado?2 10 (48%)
e Grado 3 0

TABLA No. 4 RESULTADO DE INDICES PARA FIBROSIS

Biomarcadores EHGNA
21

Fibrotest 0.34 (DS £ 0.14)

Esteatotest 0.33 (DS + 0.19)
Actitest 0.24 (DS 0.17)
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TABLA No.5 CORRELACION DE FIBROTEST Y METAVIR

Biopsia hepéatica

Si No
Si 18 0
Fibrotest
No 2 1
20 1
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FIGURA No. 1 FIBROSIS Y ESTEATOSIS
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FIGURA No. 2 FIBROSIS PERISINUSOIDAL
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FIGURA No. 3 LIPOGRANULOMA
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