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ANEXOS . ..o 27
RESUMEN

Correlaciéon entre biomarcadores hepaticos para fibrosis y necro-
inflamaciéon y los hallazgos en la biopsia hepatica de pacientes
pediatricos con enfermedad hepatica cronica. Estudio Multicéntrico.

Antecedentes: La biopsia hepatica es el método usual para la valoracion del
dafo hepatico en pacientes con hepatopatia cronica, ya que permite conocer la
extension y magnitud del dafio necro-inflamatorio hepatico y el grado de
fibrosis. Sin embargo, al momento actual existe una clara infrautilizacion del
procedimiento por razones atribuibles al médico, al paciente o familiares del
mismo, quienes visualizan la biopsia hepatica como un método invasivo,
asociado a dolor, estancia hospitalaria, no exento de complicaciones y de alto
costo operativo para las unidades hospitalarias donde se realiza. Por ello, se
han buscado métodos no invasivos como son los biomarcadores para el
diagnéstico de fibrosis yactividad necro-inflamatoria hepatica.

Objetivos: Determinar la correlacion entre biomarcadores no invasivos
hepaticos (Fibro Test y Acti Test) y los hallazgos de la biopsia hepatica en
pacientes pediatricos con enfermedad hepatica cronica.

Material y métodos:Se realizd un estudio prolectivo, transversal vy
multicéntricoen el cual se incluyé de manera consecutiva a los pacientes que
acudieron a la clinica de Hepatologia o de Gastroenterologia Pediatrica de
cada uno de los Centros participantes.

Se realizé la determinacion de biomarcadoresFibro Test — Acti Test en
pacientes pediatricos de 2 meses a 16 afios con diagnostico de enfermedad
hepatica cronica y programados para realizacion de biopsia hepatica. El grado
de fibrosis y de actividad necroinflamatoria en la biopsia hepatica fue evaluado
por un patélogo pediatrautilizando la escala METAVIR.

Analisis:Las caracteristicas demograficas se describen en términos de
mediana ( valores mininos y maximos) . Se realizaron curvas de cracteristicas
operativas para el receptor (curva ROC) para la obtenciéon de los puntos de
corte de cada uno de los biomarcadores no invasivos hepaticos. Se evalud
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo e
intervalos de confianza del 95%. El punto de corte de cada uno de los indices
se defini6 como el punto con la mayor sensibilidad y especificidad para
identificar a los pacientes con fibrosis avanzada y con los diferentes niveles de
inflamacion. Para establecer el diagnostico de fibrosis y actividad necro-
inflamatoria hepatica se considero el resultado de la escala METAVIR.

Los valores de Fibro Test y Acti Test se correlacionaron con los
correspondientes grados de fibrosis y necro-inflamacion, utilizando el
coeficiente de correlacion de Spearman.



Resultados:Se incluyeron un total de 70 pacientes, 2 pacientes fueron
eliminados del estudio por presentar biopsia hepatica insuficiente; los restantes
68 pacientes tuvieronuna mediana de edad de 132 meses ( 9 - 204 meses), el
56% (n=38) corresponden al sexo masculino y el 44% (n=30) al femenino.

Las biopsias se realizaron por laparoscopia en 42 casos, en los restantes 26
fue mediante puncién guiada por ultrasonido.

Presentan diagnostico de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica 26
pacientes (38.2%), hepatitis autoinmune: 16 (23.5%), post operado de
procedimiento de Kasai: 12 (17.6%), idiopatico: 6 (8.8%), enfermedad hepatica
cronica secundaria a infeccion por virus de hepatitis C: 1 (1.5%), enfermedad
hepéatica cronica secundaria a farmacos: 5 (7.4%)y enfermedad metabdlica:
2 pacientes (3.0%).

La curva ROC para el Fibro Test revelé que el mejor punto de corte para
predecir fibrosis avanzada (F3-F4) fue mayor que 0.35 con sensibilidad de
88% (IC 95% 68.0 - 96.0), especificidad de 80 % (IC 95% 29 — 98.0), valor
predictivo positivo 69.52 %, valor predictivo negativo de 79.68% y un area bajo
la curva de 0.90.

No se encontrd correlacion entre el grado de actividad inflamatoria de la biopsia
hepatica y el indice Acti Test mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman (R=0.028 , p = 0.297).

Conclusiones: Los resultados sugieren que la determinacion de Fibrotest
puede ser de utilidad para evaluar la presencia de fibrosis avanzada (>F3) en
nifos, y por lo tanto podria ser una buena opcion durante la evaluacién inicial
de los pacientes para discriminar quienes tienen fibrosis avanzada al momento
del diagnostico; y en el seguimiento para evaluar el desarrollo o progresion de
la cirrosis, utilidad potencial que debera explorarse en estudios clinicos con una
mayor numero de pacientes.



ANTECEDENTES

En la practica clinica habitual en Hepatologia y Gastroenterologia, la biopsia
hepatica es el método usual para la valoracién del dafio hepatico en pacientes
con enfermedad hepatica cronica de diferente etiologia ya que permite conocer
la extension y magnitud del dafio necro-inflamatorio y el grado de fibrosis del
higado™

Desafortunadamente, la biopsia de higado tiene errores de muestreo, una alta
variabilidad intra e inter-observador, es invasiva, costosa y propensa a
complicaciones @®En pacientes adultos hasta un 30% experimentan dolor
severo después del procedimiento, 0.3% tienen complicaciones graves, y una
mortalidad de 1/10,000. -®

Por ello, se han buscado métodos, que permitan conocer los grados de fibrosis
y necroinflamacion hepatica a través de biomarcadores no invasivos como el
FibroTest y Acti Test (Biopredictive, Paris Francia) © Afortunadamente, en el
transcurso de los ultimos afos se ha logrado acumular experiencia clinica y la
prueba ha sido validadaen pacientes adultos con hepatitis C cronica'® hepatitis
B "y en enfermedad hepatica grasa de origen alcoholico y no alcohélico?1314:

Enfermedad hepatica cronica en la infancia.

Se ha denominado hepatitis cronica a la inflamacion hepatica con persistencia
de transaminasemia mas alla del tiempo esperado de resolucion de una
hepatitis aguda, cuyo tiempo de evolucion se ha considerado > 12 semanas, 0
menor, en caso de corresponder a una enfermedad que por si misma
evolucionara a la cronicidad como la Hepatitis autoinmune 6 la Enfermedad de
Wilson entre otras "), Existen multiples causas y estas van a depender de la
edad del paciente. Por lo general durante el periodo neonatal y del lactante se
presentan como Sindrome de colestasis cuya causa mas frecuente
descartando a la atresia de vias biliaresson las formas esporadicas o familiares
de Hepatitis neonatal qué puede evolucionar hacia la cronicidad®; en etapas
posteriores desde la edad preescolar hasta la adolescencia las hepatitis
cronicas son secundarias a infecciones por Virus de la HepatitisC y B"'"), uso de
drogas hepatotoxicas!'®, Hepatitis autoinmune'®, Enfermedad de Wilson #? y
en muchas ocasiones no se logra encontrar la causa siendo denominadas de
origencriptogénico®").

Durante los ultimos afos la enfermedad grasa hepatica no alcoholica (EGHNA)
como parte del Sindrome metabdlico en nifios ha sido un motivo frecuente de
consulta por presentar transaminasemia persistente. La prevalencia de esta
entidad por ecografia oscila entre 1-6% — 4% en paises como EUA, Japon y
Espafa.(22,23)



En estos casos algunos pacientes con dieta y ejercicio normalizan sus
parametros bioquimicos, pero no asi en otros qué evolucionan a la cronicidad
reportandose en sus biopsias hepaticas diferentes grados de fibrosis e inclusive
cirrosis hepatica. En estudios realizados en adultos con EHGNA con
seguimiento a 10 afios se ha demostrado presencia de fibrosis grado 3 en 21
%y grado 4 en 28% de los casos®.

En los ultimos afos se ha generado un gran interés por la fibrogénesis
hepatica, la cual se considera es una respuesta del parénquima hacia un
estimulo nocivo independientemente de su etiologia.

La fibrosis hepatica es un problema de salud grave asociado a una importante
morbi-mortalidad, constituye la via final comun en la evolucién de multiples
patologiashepaticas, cuyo estadio ultimo es la cirrosis. La fibrosis se produce
como consecuenciade una respuesta exagerada del higado ante agresiones
cronicas que, con independenciade su origen, ocasionan dafio tisular
acompanado de expansion de la matrizextracelular y de la sustitucidon del tejido
hepatico normal por tejido cicatricial. Estasalteraciones en la arquitectura
hepatica desembocan, finalmente, en un deteriorofuncional. (24)

En pacientes pediatricos con enfermedad hepatica cronica se ha documentado
la presencia de fibrosis/cirrosis en 69% de aquellos con diagnostico de hepatitis
autoinmune; 21% en pacientes con enfermedad de Wilson; infeccion por virus
C 25%; infeccion por virus B 3.5% y en 3% en pacientes con EHGNA.

El diagnostico etiolégico de las diferentes causas que provocan hepatitis
cronica se basa en estudios microbioldgicos, bioquimicos, inmunolégicos,
estudios de imagen, y recientemente en métodos moleculares y genéticos, no
obstante se continua haciendo uso de la biopsia hepatica como apoyo
diagnostico y en algunos casos para decidir el inicio del tratamiento. (25)

Biopsia Hepatica

En la actualidad la biopsia hepatica continua siendo el “mejor estandar”
disponible para el diagnostico de fibrosis/cirrosis y actividad necroinflamatoria
hepatica, aunque esta muy lejos de considerarse un gold estandar perfecto.(26)

Entre los principales inconvenientes de la biopsia hepatica estan los siguientes:
es un método invasivo, no exento de riesgos, con mortalidad de 1:10,000; la
interpretacion de sus hallazgos tiene importante variabilidad interobservador;
en un 20% de los casos solo se representa una pequefia parte del higado;



tiene la posibilidad de error de muestreo que oscila entre 33% y 50% en ambos
I6bulos, como lo han mostrado estudios de biopsia por laparoscopia en donde
las muestras tomadas de ambos Iébulos hepaticos tienen una diferencia de al
menos un grado de fibrosis entre ellas, en una tercera parte de los pacientes.
Se ha reportado ademas discordancia de 40% entre los grados de necro-
inflamacion.Ademas la biopsia hepatica incrementa los costos econdmicos ya
que los pacientes permanecen hospitalizados ante el riesgo de sangrado.®”

Actualmente el estudio histopatologico del higado esta encaminado a
determinar la extension y severidad del dafio hepatico secundario a multiples
causas Yy decidir el inicio de tratamiento como seria el caso de Hepatitis
autoinmune o de hepatitis cronicas de origen viral através del reporte en cuanto
al grado de necroinflamacién hepatica, o bien puede ser util para decidir poner
en lista de espera para trasplante hepatico en aquellos casos en que ya este
establecida una cirrosis hepatica ®.

Biomarcadores hepaticos.
FibroTest.

Es un biomarcador no invasivo de fibrosis hepatica desarrollado por
Biopredictive (Francia) el cual fue inicialmente validado en pacientes con
hepatitis C crdnica, y posteriormente también para otras causas comunes de
enfermedad hepatica cronica en pacientes adultos como: Hepatitis B,
enfermedad hepatica grasa no alcohdlicay esteatohepatitis alcohdlica. ")
Desde la publicacion del primer estudio en hepatitis C que incluia 323
pacientes ©®Y otras publicaciones han confirmado y validado su valor
diagnéstico para determinar el grado de fibrosis hepatica y es considerado
como una alternativa a la biopsia de higado en pacientes adultos®®¥.

El valor predictivo de Fibro Test para diagnostico de fibrosis significativa, en
adultos con Hepatitis B se ha reportado con un area bajo la curva ROC de
0.75-0.95 con respecto al estandar de referencia (biopsia hepatica)®33*.

Un meta analisis en el cual se incluyeron 30 estudios con un total de 6,378
pacientes con enfermedad hepatica crénica secundaria a infeccién por virus C,
infeccion por virus B, EHGNA'y enfermedad hepatica alcohdlica, determino un
AUROC para Fibro Test de 0.84 ( 95% CI 0.83 — 0.86) para diagnéstico de

fibrosis avanzada, sin diferencias significativas entre las diferentes etiologias.
(34)



En México en un estudio realizado en 108pacientes con hepatitis C el AUC de
Fibro Test para la discriminacién entre fibrosis no significativa (FO-F1) vy
significativa (F2-F4) fue de 0.78 (IC95%:0.65-0.86), y ajustado de acuerdo a los
diferentes estadios de fibrosis de 0.80; con una sensibilidad de 78%,
especificidad de 65%, VPP 75% y VPN 69% ).

En nifos existen escasos reportes de la utilidad del Fibrotest, en 2 estudios
publicados en pacientes pediatricos con hepatitis cronica se reporté un AUC de
0.73 para fibrotest en relacion a fibrosis avanzada en la biopsia y en el otro el
AUC (IC95%) de Fibro Test para el indice de fibrosis por Metavir >F2 de 0.87
(0.71-1.00) y para MetavirF4 de 0.84 (0.67-1.00) ©°.

Un tercer estudio realizado en pacientes pediatricos que comparo Fibro Test,
APRI (indice de la relacion AST/plaquetas) y FibroScan (elastografia) reportd
AUC de 0.73 (0.47-0.87), 0.73 (049 - 0.87) y 0.88 (0.68 — 0.95)
respectivamente y concluyo que los tres marcadores no invasivos correlacionan
con los diferentes grados de fibrosis. ©¢")

En dos estudios realizados en pacientes pediatricos con hepatitis cronica
secundario a infeccion por virus ¢ en donde se incluyeron a 38 y 50 pacientes
respectivamente se encontré una concordancia entre el valor de fibrotest y el
reporte de la biopsia hepatica evaluada mediante el sistema METAVIR,
reportandose en el primer estudio una AUC de 0.81%® y en el segundo que
incluyo pacientes de 2 a 18 afios una AUC de 0.97 con una sensibilidad de
89%. ©9
FibroTest combina la medida sanguinea de los siguientes cinco marcadores
bioquimicos®“*4":

a. Alfa2-macro globulina.

b. Haptoglobina.

c. Apolipoproteina A1.

d. Bilirrubina total

e. Gama-glutamil-transpeptidasa.

Los parametros deben ser ajustados a la edad y genero del sujeto.

El resultado de Fibro Test se presenta como una escala de 0 a 1.0,
proporcional a la intensidad de la fibrosis, mientras mas alto el valor mayor sera
el grado de fibrosis. (Anexo 1)##43)



Actitest.

Es un biomarcador no invasivo para determinar el grado de actividad necro-
inflamatoria hepatica, el cual ha sido validado en pacientes adultos con
enfermedad hepatica crénica secundaria a infeccion por virus C y B asi como
enfermedad hepatica alcohdlica.Acti Test combina los mismos marcadores
bioquimicos del Fibro Test ademas delos niveles de alaninoamino transferasa
(ALT), corregidas para la edad y el genero.“?

En metanalisis publicados se reporta que Acti Test correlaciona con los
diferentes grados de inflamacién determinados por la escala METAVIR, con una
AUC de 0.71. El resultado de Acti Test se presenta en una escala 0.0 a 1.0. A
mayor valor, mayor sera el grado de actividad necroinflamatoria.“”

(Anexo 1)

Los valores de Fibro Test y Acti Test son calculados mediante un algoritmo
patentado (Biopredictive, Paris Francia).

M arcadoresbioquimicos.

Alfa2-Macroglobulina(A2MG): es una proteina sintetizada por el higado
(hepatocitos, células de Ito o estelares y granulomas).La concentracion en
suero aumenta en presencia de fibrosis hepatica “®.La sintesis deA2MG se
incrementa durante la activacion de células estelares en el curso de la
fibrogénesis. Inhibe las proteinasas, en particular la actividad de la colagenasa,
e incrementa la fibrosis inhibiendo la degradacion de las proteinas de la matriz
extracelular 7,

Haptoglobina:gg na proteina sintetizada por el higado la cual disminuye en
presencia de fibrosis. Esta reduccion es independiente de la presencia de
hemodlisis o 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 inflamacién. Un
aumento del HGF en el curso de fibrosis experimental, se asocia con una
disminucién de TGF beta 1, un incremento del A2ZMG 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“®4®).



Apolipoproteina A1 (ApoA1): es una proteina sintetizada por el higado, la cual
transporta colesterol. En la fibrosis hepatica, la liberacién de ApoA1 de los
hepatocitos es obstaculizada por las fibras de colageno 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 ApoA1 decrecen en presencia de la fibrosis®%®).

Gama glutamiltrans-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 estd 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®>").

Bilirrubina tOtal:La bilirrubina es un pigmento que resulta de la degradacién 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. ©¥.

Alaninoamino transferasa (ALT o TGP): Esta es una enzima sintetizada por los
hepatocitos, es un indicador de la integridad del hepatocitoya que los procesos
que provocan necrosis o lesidon estan asociados a un incremento de la enzima.
La ALT se encuentra principalmente en el citosol del hepatocito y su elevacion
es mas especifica de dafio hepatico en comparacion de AST
(aspartatoaminotransferasa) 9.



JUSTIFICACION

Las enfermedades hepaticas cronicas en la poblacién pediatrica en general,
tienen un alto indice de morbi-mortalidad y se necesita un alto grado de
sospecha clinica desde su inicio para evitar o manejar en forma temprana sus
complicaciones. La importancia en la deteccion radica en que es una
enfermedad crénica, habitualmente con sintomas inespecificos o asintomatica
a su inicio, asociada a co-morbilidad y que tiene el potencial de evolucionar
hacia la cirrosis. Para determinar la causa o lo avanzado de la enfermedad se
realiza el estudio histopatologico de la biopsia hepatica, sin embargo no esta
exenta de complicaciones y errores, es por ello que se han estudiado nuevos
biomarcadores no invasivos que permitan hacer el diagnostico temprano y una
evaluacion del grado de fibrosis y necroinflamacion de manera cuantitativa.

Hay escasos estudios donde se valora la utilidad de los biomarcadores no
invasivos hepaticos en la poblacidn pediatrica.

La intencion del presente estudio es determinar la correlacionde los resultados
de los biomarcadores no invasivos hepaticos (Fibro Test — Acti Test) con los
datos obtenidos de la biopsia hepatica en nifios con enfermedad hepatica
cronica, en nuestro medio, con el fin de conocer la utilidad de estas pruebas no
invasivas,practicamente exentas de complicaciones, de menor costo operativo
y cuyo uso podria disminuir la necesidad de realizar una biopsia hepatica.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.



Los biomarcadores no invasivos para fibrosis y actividad necro-inflamatoria
(Fibro Test-Acti Test) han mostrado ser confiables para la deteccién de fibrosis
y actividad necro-inflamatoria hepatica en pacientes adultos con enfermedad
hepatica crénica de diferentes etiologias, consideramos es de
importanciadeterminar la correlacion entre dichosbiomarcadores hepaticos no
invasivos y los hallazgos histolégicos en pacientes pediatricos con
enfermedad hepatica crdnica a fin de determinar su utilidad en esta poblacion.

Por lo que surgen las siguientes preguntas de investigacion:

1.- ¢Hay correlacion entre el biomarcador no invasivo para fibrosis hepatica
Fibro Test y los diferentes estadios de fibrosis en la biopsia hepatica?

2.- ¢Hay correlacion entre el biomarcador no invasivo para necro-inflamacion
hepatica Acti Test y los diferentes estadios de necro-inflamacion en la biopsia
hepatica?



OBJETIVO GENERAL.

1.- Determinar la correlacién entre los biomarcadores hepaticos (Fibro Test y
Acti Test) y el grado de fibrosis y actividad necro-inflamatoriade la biopsia
hepaticaen pacientes pediatricos con enfermedad hepatica cronica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.-Determinar la correlacion entre los estadios de fibrosis histolégica y Fibro
Test.

2.-Determinar la correlacion entre el estadios de necro-inflamacion histologica
con Acti Test.



HIPOTESIS
Existe correlacion similar a la reportada en la literatura entre los resultados de
los biomarcadores hepaticos no invasivos (FibroTest y ActiTest) con los

resultados de fibrosis y actividad necro-inflamatoria de la biopsia hepatica en
pacientes pediatricos con enfermedad hepatica cronica.
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LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO: Servicio de Gastroenterologia
Pediatrica de los siguientes centros participantes: CMN Siglo XXI, CMN La
Raza, CMN de Occidente.

TIPO DE ESTUDIO:transversal, prolectivo y multicéntrico.

POBLACION DE ESTUDIO: Pacientes pediatricos que acudan a la clinica de
Higado o Gastroenterologia pediatrica de los centros participantes con
diagnostico de enfermedad hepatica cronica de marzo de 2008 a marzo de
2010.

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Paciente programado para biopsia hepatica por enfermedad hepatica
cronica.

2. Edad: 2 meses a 16 afios.

3. Hombres y mujeres.

4. Tener datos clinicos, bioquimicos, viroloégicos y/o imagenoldgicos
compatibles con enfermedad hepatica crénica con un tiempo de evolucion > 12
semanas o < de 12 semanas de evolucion en pacientes con diagndstico de
alguna hepatopatia crénica conocida.

CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Pacientes que tengan un intervalo mayor a cuatro semanas entre la muestra
de sangre para marcadores bioldgicos y la biopsia de higado.

2. Pacientes con falla hepatica aguda.

3. Pacientes con infeccién sistémica aguda o hemodlisis.

4. Pacientes con sindrome de Gillbert.

CRITERIOS DE ELIMINACION:

1. Pacientes en los cuales el Patologo considere que la biopsia hepatica no es
interpretable.
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1. Grado de fibrosis en la biopsia hepatica. Definicidon: deposito de colagena
como respuesta a un dafno hepatico, reportado en el estudio histopatoldgico
emitido por el servicio de Patologia. Escala de medicion: cualitativa ordinal.
Categorias: indice de Metavir: FO, F1, F2, F3 y F4 en donde a mayor puntaje,
mayor grado de fibrosis.

2. Grado de necro-inflamacién en la biopsia hepatica: Definicidn: lesion
hepatocelular con infiltraciéon de células inflamatorias como respuesta a un
dafio hepatico, reportado en el estudio histopatoldgico emitido por el servicio de
Patologia. Escala de medicién: cualitativa ordinal. Categorias: indice de
Metavir: A0, A1, A2, A3 en donde a mayor puntaje mayor grado de actividad
histologica.

3. Fibro Test.Definicion: biomarcador no invasivo para determinar el grado de
fibrosis hepatica. Incluye los valores seéricos de Alfa 2-macroglobulina,
Haptoglobina, Apolipoproteina A1, Bilirrubina total y Gamaglutamil
transpeptidasa. Escala de medicidn: continua. Categoria: valores de 0.0 — 1.0
en donde a mayor sea el valor, mayor grado de fibrosis.

4. Acti Test. Definicion: biomarcador no invasivo para determinar el grado de
actividad necro-inflamatoria hepatica. Incluye los valores séricos de Alfa 2-
macroglobulina, Haptoglobina, Apolipoproteina A1, Bilirrubina total,
Gamaglutamil transpeptidasa y Alanino aminotransferasa. Escala de medicion:
continua. Categoria: valores de 0.0 — 1.0 en donde a mayor sea el valor, mayor
grado de actividad necro-inflamatoria

5.Alfa 2 macroglobulina.Definicion: proteina sintetizada por el higado cuyos
valores aumentan en presencia de fibrosis. Escala de medicién: continua.
Categoria: mg/dl , valores normales de 111 - 226 mg/ dl.

6. Haptoglobina. Definicion: proteina sintetizada por el higado, sus valores
disminuyen en presencia de fibrosis. Escala de medicion: continua. Categoria:
mg/dl, valores normales de 41 — 209 mg/dl.

7. Apolipoproteina A1. Definicion: proteina sintetizada por el higado la cual
transporta colesterol. Disminuye sus valores en presencia de fibrosis. Escala de
medicion: continua. Categoria: mg/dl , valores normales 90 -170 mg/dI.

8. Bilirrubina Total. Definicion: pigmento resultante de la degradacién de los
eritrocitos, la cual es transportada y metabolizada a nivel hepatico para su
eliminacion. Sus valores incrementan ante presencia de fibrosis e inflamacién.
Escala de medicion: continua. Categoria: mg/dl, valores normales 0.3 — 1.6
mg/dl.
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9. Gamaglutamiltranspeptidasa. Definicion: enzima sintetizada por los
hepatocitos, la cual incrementa en presencia de fibrosis. Escala de medicion:
continua. Categoria: Ul/L, valores normales de 8 — 78 U/L.

10- Alanino amino transferasa. Definicidn: enzima sintetizada por los
hepatocitos, se incrementa en presencia de inflamacién y necrosis del tejido
hepatico. Escala de medicion: continua. Categoria: U/L, valores normales 21
-72 U/L.

Variables Universales

1. Edad. Definicion: tiempo que ha vivido un ser en meses o0 afos desde su
nacimiento hasta el momento en que es realizada la biopsia hepatica. Escala
de medicidn: cuantitativa de intervalo. Categoria: meses y anos.

2. Sexo. Definicién: condicion organica que divide a los individuos en hombre y

mujer segun su funcion reproductora. Escala de medicién: cualitativa nominal.
Categoria: masculino o femenino.
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TAMANO DE LA MUESTRA.

Se incluyeron 68 pacientes con diagnostico de enfermedad hepatica cronica
que fueron atendidos en la consulta externa del servicio de Gastroenterologia
Pediatrica o en la Clinica de Hepatologia de cada uno de los centros
participantes de marzo de 2008 a marzo de 2010.

ANALISIS ESTADISTICO.

Las caracteristicas demograficas se describen en términos de mediana( valores
minimo y maximo) y porcentajes. Se realizaron curvas de caracteristicas
operativas para el receptor (curva ROC) para la obtenciéon de los puntos de
corte de cada uno de los biomarcadores no invasivos. Se evalu6 sensibilidad,
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo e intervalos de
confianza del 95%. El punto de corte de cada uno de los indices se defini
como el punto con la mayor sensibilidad y especificidad para identificar a los
pacientes con fibrosis avanzada y con los diferentes niveles de inflamacion. Los
valores de Fibrotest y Actitest se correlacionaron con los correspondientes
grados de fibrosis y necro-inflamacion, utilizando el coeficiente de correlacion
de Spearman.
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Estudio prolectivo, transversal y multicéntrico para determinar la correlacion
entre biomarcadores hepaticos no invasivos y los grados de fibrosis y necro-
inflamacion reportados en la biopsia hepatica en pacientes pediatricos con
enfermedad hepatica cronica. Para llevarlo a cabo se realizo lo siguiente:

1.- Se tomo a todos los pacientes una muestra de sangre venosa (5 ml) en
ayuno de por lo menos 8 hrs, dentro de un periodo no mayor de 8 dias
posteriores a la toma de la biopsia hepatica para la determinacion de los
biomarcadores requeridos en las pruebas Fibrotest y Actitest. Desarrollado por
Biopredictive Paris ( France, FibroSure in the US patented artificial intelligence
algorithm USPTO 6,631,330, http://www.uspto.gov/patft/index.html)

2.- Las muestras fueron centrifugadas y almacenadas de acuerdo a las
especificaciones del proveedor (-80c) y enviadas a laboratorio Biopredictive
para la determinacién de: alfa 2 macroglobulina, Apolipoproteina A1,
Haptoglobina, bilirrubina total y gamaglutamil transpeptidasa para calcular el
indice Fibrotest, para el indice Actitest ademas de las determinaciones
anteriores se utilizo el valor de alanino aminotransferasa.

3.- La evaluacion de las biopsias se realizé por un patdlogo pediatra en forma
ciega utilizando la escala METAVIR. (Anexo 2)Para la adecuada evaluacion
histopatoldgica se considero:

1. Tejido hepatico fijado en formol al 10%.

2. Bloque de parafina con la biopsia de higado.

3. Al menos 2 laminillas histologicas sin tefiir.

4. Al menos 4 laminillas tefidas, que incluyan las tinciones de hematoxilina —
eosina, Tricromico de Masson, PAS vy reticulo.

Todas las biopsias disponen de al menos 10 espacios porta y fueron evaluadas
de forma semicuantitativa.

4.- Se realizo una hoja de recoleccion de datos por cada paciente, donde se
incluye informacion obtenida del expediente clinico, asi como el resultado de
los biomarcadores y del reporte histopatolégico.(Anexo 3)

5.- A partir de cada una de las hojas de recoleccion de datos se realizo una
base de datos electronica en el programa Excel.

6.- Una vez completada la base de datos, se procedio a analizar la informacién
y elaborar un informe final de resultados.
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ASPECTOS ETICOS

La toma de muestra de sangre venosa que se realiz6 a cada paciente es un
procedimiento de riesgo minimo, el cual se realiza de forma rutinaria al
ingresar el paciente a hospitalizacién, por lo cual no fue necesario la realizacion
de una carta de consentimiento informado.

Si bien los resultados de la biopsia hepatica se utilizaron para el estudio, esta
no se va a realizar como parte de los procedimientos del proyecto; tener
biopsia es un criterio de inclusion.

El presente estudio fue sometido a revision por el Comité Local de
Investigacion en Salud de la Unidad Médica de Alta Especialidad del hospital
de Pediatria del Centro Medico Nacional Siglo XXI, aprobandose para su
realizacion.
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RESULTADOS.

Se incluyeron en el estudio 70 pacientes, se eliminaron 2 pacientes del estudio,
con diagnostico de enfermedad hepatica grasa no alcohdlica procedentes de
CMN La Raza por presentar biopsia de higado insuficiente (menos de 10
espacios porta).

Los restantes 68 pacientes tuvieron una mediana de edad de 132 meses ( 9 —
204 meses) el 56% (n=38) corresponden al sexo masculino y el 44% (n=30) al
femenino. Tabla 1y 2.

Las biopsias se realizaron por laparoscopia en 42 casos, en los restantes 26
fue mediante puncién guiada por ultrasonido.

La etiologia de la enfermedad hepatica cronica fue: enfermedad hepatica
grasa no alcohdlica 26 pacientes (38.2%), hepatitis autoinmune: 16 (23.5%),
post operado de procedimiento de Kasai: 12 (17.6%), idiopatico: 6 (8.8%),
enfermedad hepatica cronica secundaria a infeccion por virus de hepatitis C: 1
(1.5%), enfermedad hepatica cronica secundaria a farmacos: 5 (7.4%) y
enfermedad metabdlica (enfermedad de Wilson, Tirosinemia): 2 pacientes
(3.0%). Grafico 3

De los 26 pacientes con enfermedad hepatica grasa no alcohdlica en 13 (50%)
pacientes se reportd en la biopsia hepatica necro-inflamacién grado 1 y en los
restantes 13 pacientes inflamacion grado 2. En cuanto al grado de fibrosis por
biopsia hepatica se reporté fibrosis portal (F1) en 19/26 (73%) pacientes,
fibrosis portal con algunos septos (F2) en 5/26 (19.23%) y fibrosis portal con
abundantes septos (F3) en 2/26 (7.65%) pacientes. Grafico 2.

En el 39% (n=27/68) de los pacientes la presentacién de la enfermedad
hepatica cronica fue subclinicay corresponden a los 26 pacientes con EHGNA 'y
al paciente con infeccion por virus C.

Se documento antecedente familiar de obesidad en 22 pacientes (32.6.%),
diabetes mellitus en 13 (19.1%) e hipertensién arterial en 12 (17.6%) pacientes.
Solo 2 (2.9%) pacientes tienen antecedente familiar de enfermedad hepatica
cronica (Infeccion por virus C, sindrome metabdlico/esteatohepatitis).

El signo clinico de presentacion mas comun fue: hepatomegalia en 61% (n =
41/68) de los pacientes; seguido de esplenomegalia 26% (n=18/68), ascitis
15% (n=10/68) y sangrado de tubo digestivo secundario a varices esofagicas
en 13.2% (n=9/68) de los pacientes.
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Con base a la escala METAVIR se determin6é ausencia de fibrosis (FO) n=5,
fibrosis portal (F1) n=24, fibrosis portal con algunos septos fibrosos (F2) n=13,
fibrosis portal con abundantes septos fibrosos (F3) n=19 y cirrosis (F4) n=7.
Grafico 1.

En el 38.2% (n=26/68) de los pacientes se documentd fibrosis avanzada (F3-
F4), corresponden a pacientes con diagnéstico de EHGNA n=2 , hepatitis
autoinmune n=6, idiopatico n=3, enfermedad hepatica cronica secundaria a
farmacos n=3, post cirugia de Kasai n= 10 y metabdlico n=2.

En cuanto a la actividad necro-inflamatoria se determiné actividad leve n=47 %,
moderada n=35.2%, intensa n=14.7 % y sin actividad n=2.9 %. Grafico 4.

La curva ROC para el Fibro Test reveld que el mejor punto de corte para
predecir fibrosis avanzada (F3-F4) fue mayor que 0.35 con sensibilidad de
88% (IC 95% 68.0 - 96.0), especificidad de 80% (IC 95% 29.1 — 98.0), valor
predictivo positivo 69.52 % , valor predictivo negativo de 79.68% y un area bajo
la curva de 0.90 (95% IC 0.77- 1.00). Tabla 3 . Grafico 5.

No se encontrd correlacion entre el grado de actividad inflamatoria de la biopsia
hepatica y el indice Acti Test mediante el coeficiente de correlacion de
Spearman (r=0.028 , p=0.297). Con punto de corte de 0.35 el AUC fue de 0.40.
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La enfermedad hepatica cronica segun la edad y causa que la genere puede
llegar a pasar desapercibida por tener manifestaciones subclinicas sobre todo
en aquellos casos con enfermedad hepatica grasa no alcohdlica y Hepatitis C,
y en ocasiones ya tener fibrosis/cirrosis al momento del diagnéstico (97% de
los pacientes de nuestro estudio) por lo que se ha hecho necesario la
busqueda y validacion de técnicas no invasivas para estudiar a los nifios en
riesgo de tener fibrosis.

Para este fin se han utilizado diferentes parametros bioquimicos que incluyen
las pruebas de laboratorio convencionales asi como la medicion de
marcadores séricos que reflejan la deposicion y degradacion de la matriz
extracelular.

En este estudio se evalud el biomarcador Fibro Test para identificar a pacientes
pediatricos con fibrosis avanzada secundaria a enfermedad hepatica cronica,
los resultados muestran que el biomarcador es capaz de diferenciar la
presencia de fibrosis avanzada de la ausencia de fibrosis. El Fibro Test se
realiza a través de la determinacion de marcadores bioquimicos que pueden
ser realizados de rutina durante la valoracion inicial de pacientes con
enfermedad hepatica crénica, lo cual ofrece una ventaja en comparacion de
otros biomarcadores descritos (hialuronan, colageno 1V, inhibidor tisular de
metaloproteinasa-1) los cuales no estan disponibles de forma rutinaria en los
centros hospitalarios.

En este estudio para la deteccion de fibrosis se utilizé el biomarcador Fibro
Test, el cual ha sido probado ampliamente en pacientes adultos, donde una
fibrosis significativa Metavir 2 2 correlaciona con una AUC de 0.85. En nuestro
caso la correlacion que obtuvimos para la estimacion de fibrosis avanzada
entre el indice de Fibrotest y los hallazgos histopatolégicos de la biopsia fue de
r= 0.79 (Coeficiente de Spearman). Estos resultados son comparables con
aquellos reportados en el estudio de Ledinhen V, et al (37)en el cual se
incluyeron 116 pacientes con edad media de 10.7 afos con enfermedad
hepatica crénica de diferente etiologia en los que se evalud la correlacién entre
el grado de fibrosis hepatica mediante Fibro Test y Elastografia (FibroScan) con
el grado de fibrosis histolégica (METAVIR) y en los cuales reportaron una
correlacion de Spearman de r=0.84 y r=0.88 respectivamente en nifios con
fibrosis avanzada (F3,F4).

En el estudio de Castera L et al 41), donde se incluyeron 183 pacientes con
hepatitis C, se comparo la elastografia (FibroScan), Fibrotest y el indice de
APRI (relacion AST/plaquetas) con el grado histolégico de fibrosis hepatica
evaluado mediante METAVIR obteniéndose una AUC de 0.90, 0.90 y 0.84
respectivamente para estadio F3 de fibrosis, resultado similar se obtuvo en
nuestro estudio en donde la AUC para FibroTest fue de 0.90.
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Cuando se comparé Actitest con la actividad necroinflamatoria en la biopsia se
obtuvo una baja correlacion (r=0.028 , p=0.297) lo qué consideramos se debid
a qué el indice de Actitest incluye como parametros de inflamacién hepatica la
ALT, enzima cuyos niveles no fueron significativamente altos en 76.47 % de los
pacientes.

Los biomarcadores a diferencia de la biopsia hepatica tienen bajo costo
operativo, aunque actualmente hay dificultad para encontrar estandares de
exactitud diagnostica en los ensayos clinicos. El area bajo la curva (AUROC)
utilizada en este estudio, es una prueba de hipotesis binarias, en donde se
encuentra significante pérdida de informacién y dependencia de un
determinado estado de fibrosis o necroinflamacion.

Asi como lo determinado en el presente estudio el meta analisisrealizado por
Poyrnard T et al en donde se incluyen 6,378 pacientes de 30 diferentes
estudios ha comprobado el valor diagnostico de los biomarcadores (Fibrotest),
reportando una AUC de 0.84 (95% CI, 0.83 — 0.86) y concluyendo son una
alternativa eficiente, con excelente utilidad para identificar estadios avanzados
de fibrosis/cirrosis.

La limitacién principal del presente estudio es el numero reducido de pacientes
incluidos, ademas de las diferentes etiologias, ya que la sensibilidad vy
especificidad de los biomarcadores pudiera variar dependiendo la etiologia de
la enfermedad hepatica crénica.
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CONCLUSIONES

1.- Los resultados sugieren que la determinacion de Fibrotest puede ser de
utilidad para evaluar la presencia de fibrosis avanzada (F3-F4) en nifios con
enfermedad hepatica crénica de diferentes etiologias.

2.- Fibro Test es una buena opcion durante la evaluaciéon inicial de los
pacientes para discriminar quienes tienen fibrosis avanzada al momento del

diagnostico y en el seguimiento para evaluar el desarrollo o progresion de la
fibrosis/cirrosis.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los 68 pacientes.

Caracteristicas Mediana n=68.
Edad (meses) 132 (9 —204)

Sexo (fem/masc) 44% / 56%

Peso (kg) 44.1 (6 -99)
Talla(cm) 124 (62 -175)

IMC 22.5(13.2-48.5)
Hepatomegalia, n (%) 41 (61)
Esplenomegalia, n (%) 18 (26)

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de los 68 pacientes.

Caracteristicas Mediana n=68.
AST UI/L 89 (12-1210)
ALTUI/L 78 (15 —-730)

GGT UI/L 93 (14 — 1206)

BT mg/dL 0.65 (0.10 —24.8)
Alfa 2 macroglobulina g/L 2.65 (1.50—7.74)
Haptoglobina g/L 0.94 (0.28 — 700)
Apolipoproteina Al g/L 1.2 (0.23 -68.3)
Fibro Test (0.0 - 1.0) 0.39 (0.05-0.99)




Tabla 3. Marcador no invasivo Fibro Test para diferenciar entre fibrosis

avanzada (> F3) y la ausencia de fibrosis.

INDICE Nivel de AUC SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
Corte

FIBROTEST 0.35 0.90 88.0% 80.0 %
(IC95% 0.77- | (IC95% 68-96) | (IC 95% 29-98)
1.0)
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Estadios de fibrosis en pacientes con EHGNA
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Grafico 4.
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Grafico 5. Curva ROC Fibro Test.
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Conversion de valores de Fibro Test/Acti Test con los estadios de

fibrosis y activada necroinflamatoria.

FIBRO TEST METAVIR
0.75-1.00 F4
0.73-0.74 F3-F4
0.59 - 0.72 F3
0.49 - 0.58 F2
0.32-0.48 F1-F2
0.28 — 0.31 F1
0.22 - 0.27 FO-F1
0.00 - 0.21 FO

Anexo 2

ACTI TEST METAVIR
0.63 -1.00 A3

0.61 - 0.62 A2 - A3

0.53 — 0.60 A2

0.37 — 0.52 A1 -A2

0.30 — 0.36 A1

0.18 - 0.29 A0 - A1

0.00-0.17 A0
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Sistema METAVIR
Criterios para Evaluacion Histologica en Hepatitis Cronica
Necrosis + Necrosis - Indice de Actividad
en sacabocado Lobular Histoldgica
0 (minguna) 0 (ninguno o leve) 0 (ninguno)
0 1 {moderado) 1(leve)
0 2 (severo) 2 (moderado)
1 (leve) 0,1 1
1 2 2
2 (moderado) 0,1 2
2 2 3 (severo)
3 (severo) 01,2 3
Puntaje de Fibrosis
Puntaje Descripcion
0 No fibrosis
1 Agrandamiento irregular “estrellada”) del espacio porta pero sin formacion de septos
2 Agrandamiento del espacio porta con rara formacion de septos
3 Numerosos septos sin cirrosis
4 Cirrosis
33
Anexo 3

HOJA RECOLECCION.




ESTUDIO MULTICENTRICO FIBROTEST/ACTITEST.

Demograficos:

Centro participante: HP SXXI (1)CMN La Raza (2) HP CMO (3)
Iniciales del paciente:

Fecha de nacimiento: Edad (anos)
Género: M=1 F=0
AHF:

1. Hepatitis crénica 2. Obesidad 3. Diabetes 4. Hipertension arterial

DX:
1. Idiopatico 2. Autoinmune 3. Viral 4. EHGNA 5. Drogas/toxicas 6.Secuelas post Kasai 7. Metabdlico

Presentacion clinica: 1. Asintomatico 2. Sx. Vagos 3. Agudo 4. EHC

Peso (Kg) Estatura (mts) IMC
Datos clinicos: 1.si 2.no
Ictericia Esplenomegalia Hepatomegalia ascitis acantosis std/VE

Laboratorio:

AST (UI/))

Triglicéridos
(mmol/l)

ALT (UI/l)

INR

GGT (UIl),

Plaquetas

BT (umol/l),

Haptoglobina (g/l)

BD (umol/l)

Glucosa (mmol/l)

Alfa 2 macro
globulina (g/l)

Colesteroltotal
(mmol/l)

Apolipoproteina A1
(9),




Puntaje Fibrotest:

Biopsia hepatica:
Tipo: 1. puncién.

Puntaje Actitest:

2. abierta.3. Laparoscopica.

FIBROSIS

FO AQ

F1 A1

3 INFLAMACIO A2
N A3

F3

F4
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