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Introduccion

1.- INTRODUCCION

El virus de la hepatitis C (VHC), descubierto en 1989, es la principal causa de
hepatitis crénica en el mundo, con una prevalencia estimada de 170 millones 2. Las
primeras técnicas de deteccién de anticuerpos anti-VHC permitieron identificarlo como el
principal agente causal de las hepatitis postransfusionales **. La infeccion por VHC se
caracteriza por una gran tendencia a la cronicidad, que puede alcanzar al 70-80%,
llegando a desarrollar hasta en el 20% de los casos cirrosis hepatica. Aproximadamente,
cada ano entre 1-4% de los pacientes con cirrosis hepatica por el VHC desarrollan un
carcinoma hepatocelular (CHC); cada afo se diagnostican mas de 500.000 nuevos casos

de CHC, de los cuales el 22% (>100.000 casos) son atribuibles a la infeccion por VHC °.

Por otro lado, la infeccion por el VHC se ha asociado a una gran variedad de
alteraciones extrahepaticas. La prevalencia de estas manifestaciones varia segun las
series, aunque revisiones recientes apuntan que hasta un 38% de los pacientes con
infeccion por VHC presentan sintomas relacionados con al menos una manifestacion

extrahepatica °.

La infeccién cronica por el VHC determina la aparicion en el higado de una
reaccion inflamatoria con necrosis hepatocelular y fibrosis, siendo la intensidad, la
localizacién y la capacidad para progresar muy variable, y por ello, el espectro
histopatolégico de la enfermedad es muy amplio ’. La historia natural de la infeccién por
VHC es variable y los factores que determinan su evoluciéon aun son parcialmente
desconocidos. Durante afios ha habido controversia en torno a la evolucion variable de la
infeccion por el VHC, y que finalmente han llevado a la conclusién de que las
discrepancias entre estudios son debidos a la gran heterogeneidad de la presentacion del

propio virus, asi como de otros co-factores implicados en la progresién de la enfermedad
8

La biopsia hepatica es una importante herramienta de diagndstico a la hora de
tomar decisiones terapéuticas en casos de enfermedad hepatica crénica. Hasta hace
poco era considerada el “gold standard” °, pero sus limitaciones estan bien establecidas,
por lo que en los ultimos afnos multiples estudios han evaluado el estado de fibrosis

hepatica a través de diferentes métodos no invasivos seroldgicos, directos e indirectos, o
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bien técnicas de imagen como el FibroScan®, y ya en las ultimas guias ya se habla del

FibroScan® como herramienta para evaluar la fibrosis hepatica °.

Un indice predictor de fibrosis o una biopsia nos muestra un momento puntual en
la evolucion de la enfermedad hepatica. Actualmente, para evaluar la capacidad
predictiva de los métodos no invasivos o de la histologia, lo que nos ayudaria a tener una
valoracién de la progresion histolégica en el tiempo, y asi conocer el ratio de progresion
histolégica de la hepatitis crénica por VHC, es necesario la realizacion periédica de una
biopsia hepatica o el calculo periddico de los indices no invasivos. No obstante, dichos
estudios son escasos en la bibliografia, dada la necesidad de largos periodos de estudio
para asi poder detectar cambios en la fibrosis hepatica y por la dificultad de realizar

biopsias hepaticas de forma periédica ' '% 2.

1.1.- PREVALENCIA

La infeccion por VHC es una de las infecciones viricas mas prevalente y es la
principal causa de enfermedad hepatica en los paises desarrollados. Se estima que entre
el 2,5-3% de la poblacién mundial (aproximadamente 170 millones de personas) sufre

una infeccion cronica por VHC ' ' ' siendo la postransfusional la mas frecuente”.

Existe una variabilidad geografica y temporal, probablemente en relaciéon con el
meétodo de recogida de los datos. Por ejemplo, en algunos paises, como Australia, se
estudia especialmente la prevalencia en grupos de riesgo (ADVP), en cambio en otros
paises (Estados Unidos, Francia, Alemania), la prevalencia se basa en la poblacion
general, excluyendo de los datos a individuos institucionalizados o ADVP, lo que lleva a
una infraestimacion de los datos . La prevalencia en los paises industrializados es del 1-

2% de la poblacion general y sélo en Europa hay unos 4 millones de portadores.

Por otro lado, si bien la prevalencia de la infeccion por VHC no es del todo bien
conocida, es mucho mas dificil evaluar la incidencia real, debido a que la fase aguda de
la infeccion pasa desapercibida al ser en la mayoria de los casos asintomatica. Algunos
paises usan modelos matematicos para inferir la incidencia de la infeccion por VHC

usando la prevalencia segun patrones de edad. Otros paises determinan la incidencia
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Introduccion

determinando el ratio de seroconversion en cohortes de personas VHC negativas
controladas a lo largo del tiempo. Las infecciones nosocomiales y los ADVP son los
principales factores de riesgo para la infeccién por VHC, ademas de que en muchos

paises no existe un screening universal de los donantes de sangre ® °. (Fig. 1).

Region Anti-HCV (%) No. HCV-infected
Africa 3.2 28 100 000
Americas 1.5 14 000 000
Asia 2.1 83 000 000
Australia and Oceania 1.2 400 000
Europe 2.3 17 500 000
Middle East 4.7 16 000 000
Total 2.35 159 000 Q00

Fig. 1: The global health burden of hepatitis C virus infection (Negro F, Alberti A. The
global health burden of hepatitis C virus infection. Liver Int. 2011;31 Suppl 2:1-3)
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La prevalencia mas baja (0,01-0,1%) ha sido registrada en Reino Unido y
Escandinavia, y la mas alta (15-20%) en Egipto. Ademas de las diferencias de
prevalencia geograficas, también existen diferencias entre los patrones de edad; asi, por
ejemplo, paises como Estados Unidos, Australia, Espafa, ltalia y Japdén presenta
prevalencias globales de infeccion por VHC muy similares (1,0-1,9%), pero con

diferencias en el patrén de edad *°.

En la Comunidad Europea, las estimaciones actuales " hablan de entre 7.3 y 8.8
millones de personas (1.1-1.3%) con infeccidon crénica por VHC, casi el doble de lo
estimado en 1997, lo que indica que la infeccion por VHC es un importante problema de
salud en Europa, previendo que aumente en la proxima década. En todo el continente
Europeo, se estima que 17.5 millones de personas estan infectadas por el VHC, muchos

de ellos, casos no diagnosticados.

En Espafia, se calcula una prevalencia que oscila entre el 1.6 y el 2.6% de la

poblacion % %!

y aumenta de forma progresiva con la edad, alcanzando el 4.1% en los
mayores de 65 afios > 2. Evoluciona a la cronicidad de forma asintomatica y por tanto en
muchos casos no es detectada. Hasta un 20-30% de los pacientes progresaran a cirrosis

hepatica en un periodo de tiempo que oscila entre 10 y 20 afios .

En Espana, es obligatoria la declaracién de casos de hepatitis aguda por VHC, no
asi los datos de prevalencia de infeccidn crénica. La mayoria de los estudios se hacen en
poblacién general y la mayoria de estos estudios no incluyen datos sobre el porcentaje de
pacientes con hepatitis cronica por VHC ni los genotipos ?°. La identificacion de factores
de riesgo en Espafia surge a raiz de cinco estudios 2% 2% 2% 26.27. 28 | a5 hospitalizaciones

fueron el factor de riesgo mas prevalente (72%), seguido por ADVP (10%).

La prevalencia de VHC en Espafia es de las mas altas de Europa #°, datos que
nos llegan a través de dos grandes estudios epidemiolégicos ?°#?. Sola et al ?°, en un
estudio retrospectivo, concluye que los factores de riesgo mas frecuentes para la
infeccion de VHC fueron el ingreso en un hospital (74,5%), procedimientos odontoldgicos
(85,1%), el uso de jeringas (61,7%) y cirugias anteriores (59,5%)

Entre los ADVP, se calcula que la prevalencia de VHC es superior al 80% 2° %, E|
estudio ITINERE muestra que la incidencia de VHC entre los jévenes ADVP llega a

34,8/100 individuos/afo (IC 95%), entre el 70-80% de los casos no se diagnostican,
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evolucionando de forma crénica entre el 60-85% de los casos, con una tasa de
transmisién hasta 5 veces mas que el VIH, dado que se trata de un virus 10 veces mas

contagioso que el VIH.

El genotipo mas frecuente es el genotipo 1, que se confirma en el 65% de los
casos, mientras que el genotipo 3 representa entre 18.5-20.9%, asociado al uso de
drogas por via parenteral, seguido del genotipo 4 (11,6%), mas asociado a la inmigracion,

y por ultimo, el genotipo 2 (3.1%) *.

Por tanto, podemos decir que la hepatitis C es un problema sanitario de gran
magnitud al tener en cuenta que una gran parte de la poblacion con infeccién croénica
evolucionara a formas avanzadas e irreversibles de enfermedad, lo que hace conveniente

el disefio de estrategias de prevencion, diagnéstico y tratamiento de la hepatitis C.

1.2.- COSTE ECONOMICO DE LA INFECCION

Existen pocos estudios que se centren en los costes de la infeccién crénica y
aguda por VHC. En Estados Unidos se estima que durante el periodo 2010-2019, el coste
total estimado sera de aprox. 184 billones de dodlares. El Centro Europeo para la
monitorizacion de drogas (European Monitoring Centre for Drugs and Drugs Addiction,
EMCDDA) estima que los costes relativos a la infeccion por VHC en 10 paises europeos
sera de 50 millones de euros, sin incluir el tratamiento ni el control clinico periodico. El
gasto en Espafia para el periodo 2010-2030, se ha estimado en 3 billones de euros'” %,

Garcia-Fulgueiras et al *, recogieron los datos de mortalidad de 2000 (Instituto
Nacional de Estadistica) y calcularon los afios de vida perdidos. El estudio concluye que
el VHC podria haber causado alrededor del 70% de las muertes por CHC y el 50% de la
mortalidad por cirrosis en Espana, por lo que se estimaba unas 4342 las muertes

relacionadas con el VHC en Espafia, lo que duplicaba la mortalidad por el SIDA.

Muchos pacientes son asintomaticos hasta que aparecen las complicaciones de la
cirrosis descompensada y del CHC, aumentando de esta manera el gasto sanitario, en

forma de aumento en el numero de visitas, farmacos e incluso trasplante (30% de las
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causas de trasplante hepatico). En el estudio de Buti M et al, se plante6 un modelo
matematico (modelo de Markov) para estimar la morbilidad, mortalidad y costes de la
hepatitis cronica C en Espafa en los proximos 30 afios y de esta manera evaluar el
impacto de la terapia * (Fig. 2). El tratamiento del 50% de la poblacién diana (264.337
pacientes) podria reducir la morbilidad a 14.881 casos (vs 17.692) y de la mortalidad a
73.500 muertes (vs 91.000) en el afio 2030.

B Spontaneous resolution
O Morbidity

E] Hepatocarcinoma

B Cirrhosis

B Chronic Hepatits C

Fig. 2: Evolucion de la hepatitis cronica C en 30
afos. (Buti M, San Miguel R, Brosa M, et al.
Estimating the impact of hepatitis C virus
therapy on future liver-related morbidity,
mortality and costs related to chronic
hepatitis C. J Hepatol. 2005,42(5):639-64)

100% ~
90%
80%

70% A
60% -
50% -+
40% A
30% -
20%
10% A

0% +

2001 2010 2020 2030

De este estudio se infiere el incremento fututo de la morbi-mortalidad asociada a
la hepatitis C, incluso sin tener en cuenta los nuevos casos de infeccion, que llevaran
asociados elevados gastos por parte de los sistemas sanitarios derivados de la cirrosis
descompensada y del CHC. Por tanto, la implementacién de una mejora en el diagnéstico
precoz y el acceso al tratamiento correcto podria tener un impacto importante sobre la
morbi-mortalidad causada por el virus de la hepatitis C en las proximas décadas,
reduciendo el coste del tratamiento de las complicaciones y del numero de trasplantes

hepaticos.
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1.3.- CARACTERISTICAS DEL VHC

El VHC pertenece a la familia de los Flaviviridae, género Hepacivirus *°, con un
genoma RNA de cadena unica con 9500 nucleétidos. Dado que el VHC no se replica a
través de un ADN intermedio, no se integra en el genoma del huésped. Los datos
disponibles sugieren que el virus se replica en el citoplasma en un complejo asociado a la
membrana, donde se forma un ARN intermediario a partir del cual se sintetiza el ARN de

cadena positiva, que junto con el capside y la envoltura daran lugar al virén.

Su genoma esta constituido por una molécula de ARN de cadena simple formado
por 9.500 nucledtidos que codifica una proteina de unos 3.010 aminoacidos, a partir del
cual se liberan las distintas proteinas virales, por la accion de las proteasas del hepatocito
y de dos proteasas virales * (Fig. 3).

a =3011 codons
Structural Nonstructural
5 — 3
Hoo o oo V Wy \
I | [ ] ] Il |
Core E1 E2 p7 NS2 NS3 4A 4B NS5A NS5B

= e
T Glycoproteins Serine protease [RdRP
Genome RNA helicase Phosphoprotein

C

encapsidation

ysteine protease Membrane alterations

lon channel Serine protease cofactor

Cytoplasm

Fig. 3: Organizacién genémica del VHC. (Lindenbach, B, Rice C. Unravelling hepatitis C virus
replication from genome to function. Nature 2005; 436: 933-938)

1.3.1.-Genotipos

El VHC se divide en seis genotipos principales (genotipos 1-6) que difieren entre si
un 30-40% de material genético, y que a su vez se subdividen en tres subtipos principales

(a, b, c) cuyas secuencias difieren entre si un 15-20%. La diversidad de genotipos y
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subtipos del VHC, debido a su alta tasa de mutacion, hace que la inmunidad humoral no

sea lo suficiente eficaz para eliminar el virus 338 3°,

El VHC muestra una gran versatilidad genética basada en la variabilidad en la
secuencia nucledtida del genoma “. Estas diferencias genéticas se expresan en la forma
de evolucion de la enfermedad y en la respuesta al tratamiento. Las regiones E1 y E2 del
genoma del VHC han demostrado una alta tasa de mutacion nucledtida, y sugiere que

estas regiones varian bajo la presién selectiva del sistema inmune del huésped.

En 1994 en la Segunda Conferencia Internacional de VHC vy virus relacionados, se
llegd al consenso sobre la nomenclatura de los genotipos del VHC *. De acuerdo a esta
clasificacion, el VHC esta clasificado en base a similares secuencias nucleétidas, que son
los genotipos, algunos de ellos con diferentes subtipos (Fig. 4), con una variacién

maxima entre ellos del 33%, en la regién NS5 *'.
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Fig. 4: Secuencia comparativa entre los subtipos de VHC (Zein NN. Clinical
significance of hepatitis C virus genotypes. Clin Microbiol Rev. 2000;13(2):223-235)

Los genotipos 1, 2 y 3, y sus subtipos, estan ampliamente distribuidos a nivel
mundial, pero con diferencias geogréficas en cuanto a la prevalencia *'. Los subtipos 1a'y

2y son los responsables del 70% de las

1b son los mas predominantes en Europa
infecciones cronicas en Espafia **. El subtipo 1b se detecta predominantemente en las
hepatitis crénicas postransfusionales o esporadicas, mientras que los pacientes con
antecedentes de drogadiccién estan infectados de forma predominante por los genotipos
2y 3* % Por otro lado, el genotipo 4 se distribuye preferentemente por el Centro y Norte
de Africa, India y Oriente Medio, mientras que el genotipo 5 esta confinado a Sudéfrica y
a una zona local de Francia central (Vic-le-Comte) y 6 en Hong Kong (Sudeste de Asia)

34 Los aislados con anterioridad conocidos como genotipos 7 a 11 son ahora
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considerados subtipos dentro del genotipo 3 (genotipo 10) y genotipo 6 (genotipo 7, 8, 9y
1 1 ) 46, 47, 48.

La respuesta humoral a través de anticuerpos se genera directamente contra varias
proteinas virales, normalmente contra las de la envoltura viral, y los anticuerpos
generados son serotipo-especificos. Ademas, se ha demostrado que el VHC presenta
una gran variabilidad gendmica, consecuencia de la incapacidad de la polimerasa de
corregir errores durante la replicacién, lo cual se traduce en la generacion de los
serotipos y de las quasiespecies, que no son sino mutaciones a lo largo de una infeccion
cronica, con diferencias de uno o mas nucleétidos, y de esta manera, evitar la presion
inmune y aumentar la virulencia y patogenicidad *, lo que es relevante a la hora de crear
una vacuna contra el VHC, dado que hay estudios que muestran que la proteccion
inmune contra una cepa concreta no protege contra la infeccién por otra cepa >* °' %2 %334,
Hay publicaciones que asocian el genotipo con la probabilidad de evolucién de hepatitis
aguda a cronica. Se calcula que el 92% de las infecciones por genotipo 1b evolucionan a
cronicidad, comparado con el 33-50% del resto de genotipos, ademas de estar asociado

% Como mecanismo de

a un curso mas agresivo de la enfermedad hepatica
aclaramiento viral, se han postulado ademas otros factores asociados al huésped como la

inmunidad celular/humoral.

1.3.2.-Transmision

El VHC es de transmision fundamentalmente parenteral y los principales factores
epidemioldgicos de riesgo son los pacientes con antecedentes de ADVP, transfusion de
sangre, derivados plasmaticos y trasplante de 6rganos infectados *°. Sin embargo a partir
de 1990, estas tres ultimas formas de transmisién virtualmente han desaparecido debido
al cribado rutinario para detectar la presencia del VHC *’. También se ha descrito la
infeccion en pacientes sometidos a hemodialisis * y en el personal sanitario que sufre
una puncién accidental con material contaminado por el VHC *. Otras vias de contagio,
como la transmision sexual, intrafamiliar y vertical, juegan un escaso papel
epidemiolégico en paises desarrollados (aprox. 10-15%). Recientemente la infeccion
nosocomial se ha mostrado como un importante factor de transmision en los pacientes

ingresados .
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Dado que la infeccion aguda por hepatitis C es en la mayoria de los casos

asintomatica, es necesario un alto indice de sospecha clinica para detectar nuevos casos

de hepatitis aguda C, la mayoria de las veces en los controles post-exposicion en grupos

de riesgo.
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Uso de jeringuillas para inyeccion de drogas (ADVP). Ha sido el modo de
transmisién mas frecuente en EEUU y gran parte de Europa en los ultimos 40
afios. Aunque la ratio de infeccion entre los ADVP en los 2-3 primeros afios del
uso de jeringuillas ha ido descendiendo de forma paulatina, actualmente la
incidencia permanece entre el 15 al 30% anual ''* *°. Esto es probablemente
debido a que el VHC es altamente transmisible, mas que otros virus
sanguineos y la alta incidencia de infeccién crénica ®°. Se calcula que después
de 5 afios de ser ADVP, entre el 50-90% de los usuarios estan infectados por
el VHC.

Transfusiones y trasplantes. Actualmente, en los paises desarrollados el
riesgo de transmision asociado a transfusién se estima entre el 0,01%-0,9%.
Antes de 1986 la incidencia alcanzaba el 13%.

Transmision nosocomial. En los ultimos afos y en los paises desarrollados
es extremadamente rara la declaracion de transmision de VHC. Actualmente,
representa entre el 15-25% de los casos de hepatitis aguda por VHC en todo
el mundo, existiendo la mayoria de los casos en paises en vias de
desarrollo®.

Exposiciones ocupacionales. La prevalencia de la infecciéon por VHC entre
trabajadores de la salud transmitida por actos sanitarios no parece mayor que
la propia del area geogréfica en cuestion. El principal factor de riesgo es el
pinchazo accidental, donde el 1,8% de los infectados pueden seroconvertir %8
Exposicién perinatal. La incidencia de hepatitis aguda representa
aproximadamente el 5% de los casos, de curso asintomatico en la mayoria de
ellos "°. Ocurre de forma exclusiva cuando la madre tiene infeccién activa.
Exposicién sexual. La importancia de la transmisién sexual de la hepatitis C
aun permanece en controversia. Parece ser que los factores asociados con
mayor incidencia de infeccion incluye un gran nimero de parejas sexuales,
historia de ETS y mal uso del preservativo. Actualmente, se considera que la
transmision entre parejas heterosexuales serodiscordante es de <1%, siendo

mayor en los pacientes co-infectados por VIH. Por otro lado, en los ultimos
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afnos se ha confirmado un aumento de la incidencia de infeccion de VHC en

pacientes homosexuales VIH positivos *.

1.4.- HISTORIA NATURAL

1.4.1.-Cinica

El 80% de los pacientes con VHC tienen infeccion crénica. Un tercio de ellos
desarrollaran una cirrosis hepatica en los siguientes 20 afos, y hasta un 7% de los

pacientes con CH presentaran un carcinoma hepatocelular ©'°2.

Sin embargo,
aproximadamente dos tercios de los portadores crénicos tendran una infeccion crénica
clinicamente asintomatica, que en ausencia de otros factores adyuvantes (consumo de
alcohol, co-infeccion por VHB y/o VIH) se mantendra estable o con una lenta evolucién

del grado de fibrosis hepatica a lo largo de toda su vida ’.

Por otro lado, la infeccion crénica por el VHC esta claramente relacionada con una

larga lista de manifestaciones extrahepaticas % & 5

, como la crioglobulinemia mixta
esencial ®’, la glomerulonefritis membranoproliferativa, la porfiria cutanea tarda, el
sindrome de Sjdgren % % los linfomas no Hodgkin de células B de bajo grado " o la

diabetes mellitus tipo I ™.

Multiples estudios han demostrado que las caracteristicas del huésped y las
diferentes variables ambientales pueden influir en el curso natural de la infeccién por
VHC, explicando asi la gran heterogeneidad de esta enfermedad. Estas diferencias estan
bien establecidas a la luz de los diferentes resultados y tasas de evoluciéon a cirrosis
hepatica (CH) en diferentes cohortes de pacientes seguidas por un periodo similar de

tiempo (20-25 afios) después de la infeccion 79 10182472

En los pacientes adultos, principalmente varones, infectados en la época pre-
serolégica (a la edad aproximada de 45-65 afos), a través de un importante indculo
mediante transfusiones de sangre o hemoderivados, un 15-27% desarrollaron CH B en
comparacion al 4% de aquéllos que la adquirieron en la comunidad, del 1% de los

individuos ADVP, el 0.4-2% de las mujeres jovenes infectadas a través de preparaciones
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de anti-D Ig contaminada y el 0.3% de los infectados por via vertical. Todos estos datos

muestran que el tamano y la fuente de infeccion, la edad y el sexo son variables

importantes que afectan el desarrollo y el resultado de la hepatitis C cronica ’.
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A) Hepatitis aguda

La hepatitis C aguda es asintomatica u oligoasintomatica en el 70-80% de
los casos y su evolucién fulminante es extremadamente rara en ausencia de
cofactores y/o coinfecciones con otros virus hepatotropicos. La infeccién aguda
por VHC evoluciona a cronicidad en el 50-90% de los pacientes ’. En Europa, el

VHC es responsable del 10% de los casos de hepatitis aguda sintomatica 2.

La hepatitis aguda ocurre tras un periodo de incubacion entre 15 a 160 dias
(media de 7 semanas). Solo el 20-30% de los pacientes presentaran clinica, que
en general es bastante variable: anorexia, nauseas, astenia, artromialgias,
cefalea, fotofobia, faringitis e ictericia, la cual suele preceder al resto de los
sintomas en 1 6 2 semanas. Ademas, existe hepatomegalia dolorosa, y hasta en
un 20% de los pacientes, esplenomegalia y adenopatias cervicales. La fase de

recuperacion o post-ictérica se puede prolongar entre 2 y 12 semanas *.

El diagnodstico de la hepatitis aguda a veces pasa desapercibido dado la
escasez de sintomas tipicos. Desde el punto de vista analitico nos encontraremos
con alteraciones bioquimicas fruto de la necrosis hepatica, comun a las distintas
formas de hepatitis. La elevacién de transaminasas se inicia en la fase

prodrémica, antes del aumento de la bilirrubina.

El diagndstico se basa en una hipertransaminemia marcada y la deteccion de
ARN de VHC por PCR. La documentacién de seroconversion de los anticuerpos
VHC (anti VHC) (aprox. a los 3 meses de la infeccién) ™, confirman la hepatitis
aguda (Fig. 5) *°. En aquellos casos en que no se puede asegurar la
seroconversion, existen unos criterios secundarios: elevaciéon de AST> 10-20
veces al limite de lo normal, contacto de riesgo los 6 meses antes y descartar otra

causa de dafo hepatico agudo.

Tras la infeccidon aguda, la mayor parte de los pacientes (hasta el 85%), sobre

todo los asintomaticos, evolucionaran hacia una hepatitis crénica, caracterizada
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por la persistencia de transaminasas elevadas y RNA positivo, pudiendo haber

fluctuaciones tanto de las transaminasas como de la viremia.

Un 10-20% de los pacientes normalizaran las transaminasas y negativizaran
el RNA-VHC (el 9% en los primeros 6 meses, y un 3% de los pacientes en los
siguientes 1-4 afios) ", pudiendo mantener la serologia positiva durante largos

periodos de tiempo.

_ Sintomas

o ' HCVRNA
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Figura 5: Evolucion clinica y analitica de la infeccién aguda de VHC (Martinez-
Rebollar M, Larrousse M, Calvo M, et al. Current status of acute hepatitis C. Enferm
Infecc Microbiol Clin. 2011; 29(3):210-215.

Otro 10-20% de los pacientes presentaran cifras normales de transaminasas
con viremia y serologia positivas. A estos pacientes se les considera portadores
cronicos ya que la mayoria tiene alteraciones histologicas evidentes aunque leves,
y ademas mantienen el potencial de transmisién ” °. En general su curso es mas
benigno que los primeros y requiere monitorizacion periédica de ALT, ya que
mientras las cifras de ALT se mantengan en rango normales la progresion
histolégica es muy lenta ’. Varios estudios han demostrado que una respuesta
inmune celular intensa es un factor importante para la eliminacion viral

espontanea "> 7®.

En cuanto al tratamiento farmacolégico, segun las guias actuales, la
monoterapia con interferon pegilado (PeglFN-a) durante 12 semanas, puede
alcanzar la RVS en hasta el 90% de los casos. En pacientes co-infectados por
VIH, se recomienda el uso de PeglFN-a y ribavirina durante 24 semanas. Por otro
lado, en cuanto a los regimenes libres de interferon, aunque no hay datos

disponibles, se pueden usar sin ribavirina y con las mismas dosis y duraciones
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que se emplea para los pacientes con hepatitis crénica, hasta que nuevos datos

indiquen dosis y/o tiempos menores.

B) Hepatitis cronica

La mayoria de los casos de hepatitis crénica por VHC son identificados en
su fase crénica. El andlisis de grandes series de pacientes en los cuales se
conocia la fecha de infeccidon nos ha ayudado a conocer la evolucion histolégica
en la hepatitis C crénica. Un tercio de pacientes se les podria definir como
“progresores rapidos” (tiempo de infeccién-CH de < 20 afios), un tercio de
“progresores intermedios” (tiempo de infeccion-CH entre 20-50 afios) y otro tercio

de “progresores lentos” (tiempo de CH > 50 afios) ”".

Dado que la mayoria de los pacientes presentan sintomas inespecificos o no
presentan clinica, frecuentemente el estudio se inicia tras el hallazgo casual de un
aumento de las transaminasas, con posterior determinacion de los anticuerpos del
VHC (Fig. 6). En algunos casos la enfermedad se descubre al investigar a un
paciente con manifestaciones propias de alguno de los procesos extrahepaticos
asociados a la infeccion por VHC. Los mecanismos patogénicos responsables de
las manifestaciones extrahepaticas de la infeccion por VHC son
fundamentalmente: linfoproliferativos, por expansiéon clonal de células B
secundaria a la estimulacion antigénica cronica, y autoinmunes, por fendmenos de

mimetismo molecular entre proteinas viricas y antigenos del huésped.

Fig. 6: Evolucion clinica y analitica de la infeccion crénica de VHC
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Multitud de estudios han demostrado que la infeccién por genotipo 1 esta
asociado a mayor severidad de la enfermedad hepatica y a una tasa de evolucion
de la fibrosis hepatica mas rapida que otros genotipos; ademas una mayor

proporcién de pacientes con carcinoma hepatoceular (CHC) tienen genotipo 1 "

79, 80

1.4.2.-Diagndstico seroldgico &'

El diagnoéstico y monitorizacion de la infeccion por VHC se basa en el uso de
varios marcadores viroldgicos, unos indirectos como los anticuerpos anti-VHC, y otros
directos como antigeno del core, RNA-VHC, genotipo y el perfil de resistencias, este

ultimo no usado de forma rutinaria.

A) Deteccién de Ac. anti-VHC

Los Ac. Anti-VHC aparecen entre la semana 2 y 8 después de la infeccion

aguda y persisten de por vida en los pacientes que desarrollan infeccion croénica.
Hay un periodo de ventana seroldgica en la que se puede detectar el RNA-VHC y

el Ag. del core pero con Ac anti-VHC aun negativos.

La deteccion se realiza mediante los test de enzimoinmunoanalisis de
tercera generacion (EIA-3), los cuales incorporan parte de la proteina codificada
por la region NS5, ademas de otros péptidos sintéticos. Los EIA-3 son baratos,
sensibles y faciles de usar y automatizar. Pero tienen sus limitaciones: el periodo
ventana de aparicién de los Ac. anti-VHC para los EIA-3 es de entre 6-8 semanas;
existen casos de falsos negativos en pacientes inmunocomprometidos, asi como
de falsos positivos en pacientes con factor reumatoide positivo. En estos casos,
es posible realizar test confirmatorios basados en técnicas de inmunoblot
recombinante (RIBA), detectandose proteinas recombinantes especificas a las

que se dirige el anti VHC.
Los Ac. IgM contra el VHC (core) no se ha podido demostrar como marcador

fiable de hepatitis aguda, pues entre el 50-70% de los pacientes con hepatitis

crénica también lo presentan.
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B) Deteccion de Ag core-VHC

Su deteccion en sangre periférica esta directamente relacionada con los

niveles de RNA-VHC, por lo que se propuso como alternativa a la PCR en tiempo
real del RNA®? al ser mas sencillo y barato. No obstante, es menos sensible que

la PCR variando de forma sustancial entre los diferentes genotipos.

C) Deteccién del RNA-VHC

El RNA-VHC puede ser detectado en sangre entre 1-3 semanas después de

la infeccion y 1 mes antes de la aparicién de los Ac. anti-VHC. Los niveles de RNA
son el verdadero marcador de replicacion viral, y suelen permanecer mas o
menos estable en el tiempo en los pacientes con infeccion cronica. No tiene valor
pronéstico en cuanto a la severidad de la fibrosis hepatica o la progresién a

cirrosis hepatica o carcinoma hepatocelular (CHC) .

Las técnicas de PCR en tiempo real (PCR-RT) son mucho mas sensibles
que las técnicas de PCR clasicas. El rango maximo de cuantificacion de las
primeras es de 7-10 logqo IU/mL. Ademas, puede ser automatizada y el indice de

falsos positivos por contaminacion es muy escaso.

D) Determinacién de genotipo-VHC

Se basa en la ampliacién de una region subgendmica mediante la PCR-RT,
para posteriormente diferenciar entre los diferentes genotipos mediante
secuenciacion directa, reamplificacion con cebadores especificos de

genotipo/subtipo, hibridacién inversa... entre otras posibilidades.

Diagnéstico de la infeccién crénica por VHC se define como la persistencia de

ARN durante >6 meses. Se han documentado casos de hepatitis cronica con ARN

detectable pero con ac. anti-VHC negativos en pacientes severamente inmunodeprimidos

o0 en hemodialisis.
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1.5.- FIBROSIS HEPATICA

La fibrosis es la consecuencia variable y nociva de una inflamacién croénica
producida por un insulto hepatico, en este caso la infeccion por el VHC, lo que produce el

depdsito de matriz extracelular y la muerte progresiva del tejido hepatico.

La cirrosis no es mas que el estado croénico, difuso, irreversible y final de fibrosis
cronica, la cual condiciona la alteracion de la arquitectura vascular hepatica y la
produccion de nodulos regenerativos rodeados de puentes de fibrosis, que condiciona la

funcionalidad hepatica.

1.5.1.-Historia natural de la fibrosis hepatica

La evaluacion de la fibrosis es crucial en la valoraciéon de la enfermedad hepatica
cronica producida por el virus de la hepatitis C. El espectro de enfermedad hepatica
debido al VHC es extremadamente variable ® ya que hay muchas variables, a veces
independientes, pero otras muchas veces interrelacionadas y sinérgicas, que afectan en
la progresion de la fibrosis en la hepatitis C. Es la heterogenicidad de esas variables, asi
como las limitaciones metodologicas de los estudios realizados la que hace muy
complicado generar un modelo que describa la historia natural de la enfermedad #*. Cabe

destacar los siguientes factores:

1. La primoinfeccién es paucisintomatica, por tanto es muy dificil precisar el
tiempo de inicio.
2. La fase crénica de la infeccion también es asintomatica, con una evolucién

silente durante décadas, sélo detectable mediante histologia.

El 85% de los pacientes con infeccion aguda por VHC desarrollan enfermedad
cronica, de los cuales el 20% evolucionan a cirrosis de manera mas o menos lenta (el

75% son progresores intermedios-lentos). Fig. 7.%

Como se ha comentado anteriormente, aproximadamente un tercio de los
pacientes se considera como progresores rapidos, con evolucion a CH en
aproximadamente 20 afios "°. Una vez establecida la CH el riesgo anual de desarrollar

fallo hepatico es de 2-4% y de tener un CHC se estima entre 1-7% .
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Fig. 7: Historia natural de la infeccion por VHC y factores que pueden modificarla
negativamente. (Uriz J, Briz R. Natural history of hepatitis C virus infection. An Sist
Sanit Navar. 2004,27 Suppl 2:51-58)

6%

La historia natural de la CH se caracteriza por una fase asintomatica denominada
cirrosis compensada. La deteccidén precoz de la infeccion cronica es fundamental para
evitar la evolucion de la misma mediante un tratamiento eficaz a cirrosis y sus
complicaciones derivadas. El pronéstico de la CH se evalua mediante la clasificacion de
Child Pugh que valora signos directamente relacionados con el grado de insuficiencia

hepatica y con la hipertensién portal %% (Fig. 8).
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PUNTOS ASIGNADOS

PARAMETROS
1 2 3
Ascitis Ausente Ligera Moderada
Bilirrubina
<2 2-3 >3
mg/mL
Albumina g/dL >3.5 2.8-3.5 <2.8
Tiempo de
protombina
* Segundos I-3 4-6 >6
*INR <1.7 1.8-2.3 >2.3
Encefalopatia Ausente 1062 304
SOBREVIDA A
SOBREVIDA AL .
GRADO PUNTOS ; LOS 2 ANOS
ANO (%)
(%)
A: enfermedad
5-6 100 85
compensada
B: enfermedad
hepadtica 7-9 80 60
moderada
C: enfermedad
10- 15 45 35

hepatica severa

Fig. 8: Sistema Child-Pugh (1964), modificado en 1973 al afiadir el tiempo de protrombina y
eliminar el indice de masa corporal. Child CG, Turcotte JG. Surgery and portal
hypertension. Major Probl Clin Surg. 1964;1:1-85.
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1.5.2.-Mecanismos patogénicos de la fibrosis hepatica

La fibrosis hepatica es el resultado de la respuesta biolégica hepatica a una
agresién croénica, en este caso, la infeccion por VHC. Inicialmente es un proceso
dinamico y complejo consecuencia de un equilibrio entre la fibrogénesis y la fibrinolisis
(degradacion de los componentes de la matriz extracelular —MEC-). El resultado de la
perpetuacion de estos procesos, es el desequilibrio entre fibrogénesis vy fibrolisis, a favor
de la primera, con la posterior evolucién de la fibrosis y acumulacién de MEC y por tanto,

destruccién de la arquitectura hepatica. El estado final de la fibrosis es la cirrosis.

La fibrogénesis se caracteriza por la formacion de matriz extracelular (MEC),
proteinas (colageno y elastina), glicoproteinas (fibronectina y laminita) y proteiglicanos
organizados e interconectados °' (Fig. 9). En presencia de dafio hepatico, en este caso la
infeccion por VHC, los linfocitos T CD8 o citotdxicos reconocen células infectadas por el
VHC, las cuales presentan el antigeno en la superficie celular junto con el MHC-I,

programando de esta manera la muerte celular, y asi el virus puede ser aclarado.
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Fig. 9: Inicio y perpetuacion de la fibrogénesis. (Schuppan D, Afdhal NH. Liver
cirrhosis. Lancet. 2008;371(9615):838-851)

Sin embargo en la hepatitis cronica C este fendmeno esta atenuado, por lo que se
perpetua la produccién de citoquinas por parte de CD4 (Th2) y CD8. Las citoquinas

tienen efectos sobre las células de Kuppfer, los macréfagos, fibroblastos perivenulares y
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sobretodo, en las células estrelladas hepaticas y portales, que en estados de salud estan
quiescentes. Las células estrelladas o de Ito, una vez activas por las citoquinas de los
CD4 y CD8, especialmente por el TGF-B, presentan una transdiferenciacion fenotipica y
adquieren capacidades proliferativas, fibrogénicas, contractiles y productoras de mas

citoquinas, actuando de esta manera como miofibroblastos '

, los cuales producen
colageno tipo I, que se deposita en el espacio sinusoidal, produciendo un tejido cicatricial
o de fibrosis. En el estado de cirrosis, el contenido de colageno es hasta 10 veces mayor

que el normal.

Inicialmente este proceso de fibrogénesis actia como reparador local del dafio
hepatico. Sin embargo, en fases avanzadas de la hepatitis cronica, las células estrelladas
inician la sintesis de mas tipos de colagenos (I, lll y V), acido hialurénico, elastina y
laminina. Este proceso activa la fibrinolisis, activando las metaloproteinasas (MMP) de la
MEC. Con la perpetuacion del proceso, el equilibrio se rompe a favor de la fibrogénesis,
aumentando la produccion de colagenos, inhibiendo MMP y activando la produccién de
inhibidores fisioldgicos de las MMP: los TIMP-1 y TIMP-2. Ademas, el TIMP-1 activa la

formacion de mas miofibroblastos e inhiben su apoptosis.

La alteracion de la MEC provoca la alteracién de la arquitectura hepatica y la
modificacion del sistema microvascular, con el consiguiente aumento intrahepatico de la
presion portal *'. En la enfermedad hepatica cronica la produccion de proteinas de MEC
esta plenamente establecida en un ambiente en que la degradacion esta inhibida. Esa es
clave de la evolucion de la fibrosis hepatica: el desequilibrio entre la degradacion de la

MEC mediado por las TIMP y la produccién de MEC, a favor de ésta Ultima 9 4 95 96.97,

Por otro lado, en los ultimos afios también se ha estudiado el potencial fibrogénico
de las proteinas del VHC, especialmente las del core, NS3 y NS5A. Todas ellas
interactuan con la mitocondria del hepatocito, aumentando los radicales libres dentro de
la célula, el cual induce esteatohepatitis y la produccion del TGF-3. Ademas, parecen
inducir la acumulacién y degradacién de los depdsitos de lipidos.®® %°. Algunos estudios
han mostrado como la proteina del core de VHC regula eventos que inducen la

hepatocarcinogésis "% '°'.

Se ha comprobado que todos estos procesos requieren de una cierta

predisposicion genética a través de diferentes polimorfismos, y que explicarian las

diferencias individuales de la evolucién de la fibrosis en el tiempo *. Entre los mas
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importantes se encuentra la sustitucién de prolina a arginina en la posicién 25 del
precursor de la TGF-3, y el polimorfismo en posicion 6 del gen de la angiotensina. El
estudio de Powell et al ', los pacientes con ambos polimorfismo presentaba F 2-3
comparado con el FO-1 de pacientes con caracteristicas similares sin ninguno de los

polimorfimos.

1.5.3.-Factores de progresion de la fibrosis hepatica

La evolucion de la fibrosis hepatica no es lineal, sino un proceso en el que existen
diferentes factores que influyen en su evolucion, relacionados con el huésped y con el
virus. Entre los factores que dependen del huésped se encuentran: la edad del paciente
en el momento del diagndstico, que condicionara una mayor severidad histolégica y una

mas rapida evolucién clinica ** % %

, el sexo masculino (aunque sobre ello no hay
consenso), la ingesta de alcohol, las co-infecciones por VHB y VIH, y algunos estudios
hablan del papel de los alelos del complejo HLA clase Il en la evolucion de la enfermedad
1048577 | 3 identificacion de todos los factores predictivos de progresion de la fibrosis
permitiria la seleccion de aquel grupo de pacientes que requeriria un seguimiento mas

estrecho.

Las limitaciones para conocer la evolucién de la fibrosis incluyen ' |a dificultad de
obtener biopsias hepaticas pareadas, la necesidad de un gran numero de pacientes para
alcanzar poder estadistico, la variabilidad de la muestra en la distribucion de la fibrosis y
la dificultad en conocer el periodo comprendido entre la primoinfeccidén y la biopsia.
Poynard en 1997 publicé un amplio estudio con 2235 pacientes ’’ (Fig. 10), donde
presentaba un indice de progresién de fibrosis hepatica en afios, conociendo los afios de
duracion de la infeccion y el indice de fibrosis hepatica (METAVIR). No obstante, una
limitacion importante es conocer los anos de duracién de la infeccion, debido a su
caracter predominantemente asintomatico.

PROGRESION DE FIBROSIS HEPATICAPORAND. o200 de fibrosis (Vetavin)

(FRP) Duracidn de la infeccidn (afios)

. . . Fibrosis biopsia pre tratam =
REGRESION DE FIBROSIS HEPATICAPOR ANO:

(Metavir)

Fibrosis post tratam

Afios entre una y otra biopsia

4 (de F4 de Metavir)
TIEMPO A CIRROSIS

(TTC) Progresidn de fibrosis hepatica por afio

Fig. 10: Férmulas de progresidn/regresion de fibrosis hepatica/afio. Poynard T, Bedossa P, Opolon P. Natural
history of liver fibrosis progression in patients with chronic hepatitis C. The OBSVIRC, METAVIR, CLINIVIR, and
DOSVIRC groups. Lancet. 1997;349(9055):825-832.
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A) Factores relacionado con el virus

El principal factor es la virulencia del propio virus a través de la activacion del
sistema inmune del huésped y la habilidad para escapar a la actividad antiviral del
IFN y de su produccion a través del bloqueo que produce la proteina NS3/4A.
Otros factores propios del virus, como la carga viral y el estado de fibrosis, no han

mostrado correlacion en diferentes estudios 77 19 1%

El papel del genotipo del VHC en la progresion de la enfermedad hepatica es
uno de los puntos mas controvertidos *'. Aunque en la reciente guia clinica de la
hepatitis C de la EASL ' se afirma que la progresién de la fibrosis hepatica en la
infeccién cronica por VHC es independiente del genotipo y la carga viral, hay
estudios en los que la fibrosis esta relacionada con el genotipo'® '°. Una posible
explicacién es que los pacientes con genotipo 1 tienen una edad mas avanzada
que los de otros genotipos, por lo que el mayor grado de fibrosis estaria en
relacion con un mayor tiempo de infeccién., no tanto a una mayor agresividad de

dicho genaotipo.

En 2001, Poynard publicé que la asociacion entre el grado de fibrosis y el
genotipo 3 esta en relacion a la esteatosis que produce dicho genotipo "% "% 111,
lo cual, parece que se confirma en estudios mas recientes, que sugieren una
asociacion entre el genotipo 3 y la progresion acelerada de la enfermedad
hepatica """ "> "3 En 2011, Probst et al "' publicaron un meta-analisis que
evalua la asociacion entre el genotipo del VHC vy la progresion de la fibrosis en
pacientes adultos sin tratamiento previo cuyo ratio de progresion de fibrosis (FRP)
fue evaluada mediante la relaciéon entre la duracién de la infeccidén y una Unica
biopsia o bien, por la evolucidon entre dos biopsias (media del intervalo entre
biopsia entre 2 afios y12 afos). Se recogieron datos de 16 estudios, 8 de ellos con
una unica biopsia y otros 8 con biopsias pareadas. De los 16 estudios, 8 eran de
pacientes monoinfectados VHC, 2 incluian mono y co-infectados VHC-VIH, otros 2
estudios eran pacientes co-infectados VHC-VIH, y los 4 restantes no daban
informacion al respecto. El odds ratio para la asociacion del genotipo 3 con la
progresion de la fibrosis acelerada fue de 1,52 (IC 95% 1.12-2.07, p = 0.007) en
los estudios de biopsia unica y 1.37 (IC 95% 0.87-2.17, p = 0.17) en los estudios
de biopsia pareadas, sin significacion estadistica. Los autores concluyen que esto

puede ser por la limitacién de los estudios de pequefio tamafo muestral y por el

45



46

corto periodo de observacién, y que esta relacidn entre la evolucion de fibrosis y el

genotipo 3 esté en relacion con la esteatosis que produce dicho genotipo.

B) Factores relacionados con el huésped

Poynard et al. analizé los posibles factores asociados con la progresion de
la fibrosis constatada en la biopsia hepatica. Este estudio reveld6 que son los
factores del huésped, mas que los factores virales, los que influyen en la
progresion de la lesion histolégica. En concreto, la edad, el consumo de alcohol y
el sexo masculino parecen tener mayor valor pronéstico ’’. Los factores con mas
fuerte correlacién de evolucion de la fibrosis son la edad y la duracién de la

infeccion '%.

Forns et al publicé el seguimiento de un grupo de 116 pacientes
diagnosticados en los afios 70 de hepatitis cronica por virus C. Un 39.3% de los
pacientes evaluados evolucionaron a cirrosis hepatica hallandose como unico
factor asociado al desarrollo de la misma un valor AST > 70 U/mL en el momento
del diagndstico de la infeccion viral. El unico factor predictivo de descompensacién
de la cirrosis hepatica, que ocurrié en un 10.5%, fue la presencia de fibrosis en
estadio 2 0 3 en el momento del diagnéstico '™. Otro de los factores importantes
en la progresién de fibrosis fue nuevamente la edad y se ha relacionado no sélo
con los anos de evolucion de la infeccidn, sino con la alteracion de la inmunidad y

el estrés oxidativo que se observa a mayor edad.

El género es un factor controvertido, con estudios en que relacionan el
sexo masculino con mayor indice de fibrosis y mas rapida evolucion, no siendo
estadisticamente concluyente en otros. La explicacién que se ha dado para el
hecho de que los varones presenten una evolucion menos favorable, es la

exposicion estrogénica que tiene las mujeres, lo cual reduce el indice de fibrosis
115

Los factores metabdlicos también estan relacionados con la evolucién de la
fibrosis hepatica. Por ejemplo, la esteatosis hepatica estda asociada con mas
actividad necro-inflamatoria y fibrosis hepatica: Hay estudios que han demostrado
que la esteatosis esta mas relacionada con la infeccion por el genotipo 3, factores

metabdlicos (obesidad, dislipemia, DM y la resistencia a la insulina), el consumo
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de alcohol y farmacos como los corticoides, o drogas como el cannabis. Ademas,
las propias proteinas del core estimulan la esteatosis a través de la activacion
intracelular del metabolismo lipidico *® *°. Los pacientes obesos tienen estados de
fibrosis hepatica mas avanzada que pacientes mas delgados, pero en algunos
estudios, la obesidad no es un factor independiente de otros, como puede ser la
hiperglicemia/DM. Este hecho se ha relacionado porque en la mayoria de los
estudios no se diferencia entre grasa visceral y periférica, siendo solo la primera la
que esta relacionada con la resistencia a la insulina y sus complicaciones, entre
ellas la esteatosis hepatica. "> '"® """, Hus et al, asocié el IMC=30 a fibrosis F3-F4
con una odds ratio de 1.92 (IC 95%) ""®.

La resistencia a la insulina y la DM-II se ha relacionado con una rapida
evolucion de la fibrosis hepatica en paciente con hepatitis C, aunque existen

controversias al respecto. En algunos estudios '°

queda claro la relacion
independiente entre la resistencia a la insulina, provocada por efecto directo del
virus, y la progresion de la fibrosis. Estudios mas recientes muestran que la
resistencia a la insulina en la hepatitis C no parece estar causada por aumento
sérico de las adipocitoquinas leptina y adoponectina comparado con controles
sanos (emparejados por edad, IMC e indice cintura-cadera), pero si con el indice
HOMA-IR (homoeostasis model assessmen- insulin resistance), TNF-a e IL-6. En
cambios, al estudiar los predictores independientes de HOMA-IR fueron el IMC y
la leptina '®. Otros estudios a nivel bioquimico muestran cémo la infeccion
crénica por VHC altera la sefalizacion de la insulina en la membrana, asi como la
homeostasis celular de la glucosa mediante la fosforilacion de la glucégeno
sintasa y GSquinasa isoforma 33, por lo que se induciria resistencia a la insulina
(RI. Esto se confirma con la reversion de estos efectos moleculares en células

curadas del VHC mediante el interferon ",

El consumo de alcohol (>40g/dia en @ y > 60g/dia en &) se relaciona

también con la progresion de la fibrosis hepatica > ',

El aumento de la AST = 2 veces ULN se asocian también a evolucion a
fibrosis F3-F4 '® "8 Pacientes con transaminasas repetidamente normales
muestran un indice de progresion de fibrosis mas lento que pacientes con

transaminasas elevadas; sin embargo un 15-20% de estos pacientes tienen un
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indice de progresion moderado-alto, aumentando el porcentaje en pacientes de

>65 afios 1% 124,

Otros factores asociados a la progresion de la fibrosis hepatica son la co-

125,126 " 5 través de los

infeccion por VIH, CD4 < 200/mL, consumo de cannabis
receptores cannabioides CB1, que incrementan la fibrosis y esteatogenesis

hepatica.

1.6.-METODOS DE EVALUACION DE FIBROSIS HEPATICA

Resulta dificil predecir la evolucion natural de la hepatitis C, como se ha visto
previamente, pero el grado de actividad de necrosis e inflamacién y de la fibrosis es un

rasgo determinante en la evolucion de la hepatitis C '%.

1.6.1.- Biopsia hepatica '

La biopsia hepatica es una técnica desarrollada por el Dr. al Hammersmith
durante la década de los 40 del siglo pasado, siendo introducida en la practica clinica por
la Dra. Sheila Sherlock. El resultado fue una publicacion en la revista Lancet en el afo
1943 sobre la patologia de la hepatitis aguda ™°. Con los afios la técnica ha evolucionado
y actualmente se puede realizar mediante tres abordajes: por via percutanea, por via

transyugular o bien guiada por laparoscopia "*'.

La biopsia hepatica es una importante herramienta de evaluacion en los pacientes
con enfermedades hepaticas cronicas. El prondstico y el manejo clinico de las mismas
dependen directamente de la cantidad y localizacién de la fibrosis hepatica (“estadio” de
la enfermedad), y del grado de actividad inflamatoria y la necrosis lobular (“grado” de
enfermedad). La biopsia hepatica es el unico test que nos puede dar informacién sobre
ambos, ademas de poder ser util para conocer la etiologia de la hepatopatia, si fuera
necesario. Los hallazgos histolégicos en la hepatitis crénica C no son patognoménicos,

pero existen rasgos que ayudan a diferenciarlos de otras hepatitis crénicas.
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Se basa en la evaluacion directa de la gravedad histologica de la enfermedad
hepatica. Se han validado varios sistemas de clasificacion histolégicos para evaluar el
grado de fibrosis y al grado de necroinflamacién en hepatitis cronica. Durante muchos
afios se ha considerado el “gold standardd” para el diagndstico etiolégico y el estadiaje de
la fibrosis hepatica, no obstante, tiene una serie de limitaciones, entre ellas la variabilidad
intra e interobservador, pudiendo llegar a tener una tasa de diferencia en el estadiaje de
hasta un 20 % "', aunque la variabilidad interobservador se ha minimizado con el uso

de sistemas de evaluacion estandardizados (Knodell, METAVIR y otros).

Las directrices mas recientes sobre las recomendaciones del uso de la biopsia

hepatica provienen de la AASLD '*, indicando la misma en las siguientes circunstancias:

1. Cuando el conocimiento de un diagndstico especifico es probable que
altere el manejo de la patologia (Clase |, Nivel B).

2. La histologia hepatica es un complemento importante en el manejo de los
pacientes con enfermedad hepatica conocida, particularmente en
situaciones en las que el prondstico sobre el estadio de fibrosis puede

orientar el tratamiento (Clase I, Nivel B).

En cuanto a las caracteristicas de la muestra histoldgica, se recomienda:

1. Toma de muestras de al menos 2-3 cm de largo y calibre de 1.6 cm (Clase
[, Nivel C).
Presencia al menos 11 espacios porta completos (Clase |, Nivel C).
Uso de métodos de estadiaje simple, como METAVIR (Clase I, Nivel C).
Sistemas mas complejos como el Knodell '** o su forma revisada, el Ishak
3% fueron sobretodo ideados para la clasificacion de hepatitis virales. Son
mas adecuados para el analisis estadisticos de grandes cohortes, siendo
mas util en pacientes concretos el uso de sistemas mas simples como el
METAVIR "%

Mehta et al '*® sugieren que la biopsia hepatica es el mejor estandar de
referencia, pero no el “estandar de oro”. El rendimiento de los posibles sustitutos de la
biopsia es evaluado mediante el calculo del area bajo la curva (AUROC) usando el
AUROC de la biopsia como referencia. EI AUROC de un sustituto de la biopsia

representa la probabilidad de que discriminara correctamente a dos pacientes
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randomizados, uno con biopsia hepatica normal y otro con biopsia hepatica que muestra
“‘enfermedad”. Dado que la biopsia hepatica no es un “gold estandar”, aunque si el mejor
de los posible estandares, ningun sustituto alcanzara el maximo valor, es decir, valor
maximo = 1, ya que ni la biopsia lo alcanza. Teniendo en cuenta el rango de precision de
la biopsia y la prevalencia de fibrosis significativa (ambas influyen en el valor de la
AUROC), Mehta et al demostraron que en el escenario mas favorable, un AUROC> 0,90

no se puede lograr cuando se evalua la fibrosis significativa.

Esto es importante por varias razones. En primer lugar, porque hay estudios que
ya han demostrado AUROC maximas en métodos diferentes a la biopsia cuando se
evalua “cirrosis si” vs “cirrosis no”, lo que sugiere que pueden ser tan buenos como la

biopsia para el diagnédstico de la cirrosis.

En segundo lugar, Metha et al sugieren que un método definitivo para la
evaluacién del rendimiento de estos nuevos marcadores se habria de dirigir mas hacia un
‘end point” clinico que compararlos con la biopsia. Las principales alternativas a la
biopsia de higado que han sido desarrollado en los ultimos 10 afios se basan en dos

conceptos muy diferentes: marcadores séricos y la rigidez (stiffness) hepatica.

Hay diferentes clasificaciones para valorar la biopsia hepatica:

1. La puntuacién de Knodell "*" es una calificacion cuantitativa consta de cuatro
puntajes individuales que representan periportal y / o puentes de necrosis,
degeneracién focal y necrosis intralobular, inflamacién portal y fibrosis; aunque es
util para evaluar la actividad inflamatoria, la puntuacion de Knodell incluye soélo tres
estadios de fibrosis, lo que limita su exactitud.

2. El indice Ishak, una version revisada de la puntuacion de Knodell, pero con seis
estadios de fibrosis ™.

3. Otro de los sistemas mas utilizados, es el indice METAVIR ", semicuantitativo, que

informa del grado de fibrosis e inflamacion.
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A) Caracteristicas 6ptimas de la biopsia hepatica
138

Bedossa y cols en un estudio basado en 17 muestras quirdrgicas
hepaticas (indice METAVIR) de pacientes con VHC, se concluyé que una biopsia
hepatica adecuada deberia tener un tamafio de aproximado de 25 mm. En un
estudio posterior ® se definid que la biopsia hepatica representa aproximadamente
de 1/50,000 de la masa hepatica total, y se considera que el tamafio adecuado es
entre 20-25 mm de longitud con una media de 16 espacios porta completos,

siendo el minimo necesario de 11 .

Las dos técnicas principales de biopsia son: percutanea (BHP) y la
transyugular (BHTY). Las agujas mas usadas son las de succion (Menghini) y las
de corte (Tru-Cut), y el diametro puede ser >1.0 mm (14-19 gauge) o <1.0 mm
(=20 gauge). La técnica mas usada es la percutanea, que se realiza mediante
anestesia local. La transyugular se usa desde 1970 como alternativa a la
percutanea en pacientes de alto riesgo: obesidad moérbida, importante ascitis o
severa coagulopatia. Esta ténica tiene la ventaja de que permite medir el
gradiente de presion venoso; la mortalidad es de <0.5%, y las complicaciones
(entre 0.1-20%) incluyen dolor abdominal, arritmias, perforacion capsular, y mas

raramente, hemorragia intraperitoneal 2.

La biopsia percutanea tiene pocas complicaciones y éstas son aun
menores cuando se hacen guiadas por ecografia. Sin embargo, no deja de ser
una exploracién invasiva con riesgo de complicaciones graves. En una extensa
revision de Garcia Tsao ' en la que se examinan un total de 186.017 pacientes,
procedentes de 6 series, a los que se les habia practicado una biopsia con
ingreso hospitalario, el porcentaje de complicaciones oscila entre el 0.12 % vy
0.63% con una media del 0.28%, y una mortalidad global del 0.03%. Las
complicaciones mas graves y las unicas responsables de mortalidad son las
complicaciones hemorragicas que en la serie de Piccinino ™' fue del 0.63%, la
mitad de las cuales fueron en forma de hemoperitoneo; las complicaciones
aparecieron durante las primeras dos horas en el 60% de los pacientes y en las
primeras seis horas en el 82%. La mortalidad ocurre aprox. en 1 paciente por
cada 100.000.

En la revision de Garcia Tsao '*° también se analizaron nueve series de
PBH ambulatorias, desde 1972 hasta 1992, que incluyen un total de 2.166
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procedimientos, con un 2.8% de complicaciones, de las cuales un 1% son
hemorragicas. La mayoria de estas complicaciones aparecen en las tres horas
posteriores a la biopsia, y aunque las complicaciones son mas frecuentes que en
las de pacientes hospitalizados, son de menor gravedad, probablemente porque la

biopsia ambulatoria se indica en pacientes menos graves.

El tiempo de observacion después de practicar la biopsia varia en los
diferentes centros, considerando segura la observacion durante un periodo de 4 a
6 horas 2. En nuestro centro se realiza la biopsia hepatica percutanea de forma
rutinaria ambulatoriamente. En una revision realizada desde enero del afio 2000
hasta enero de 2002, en nuestro centro se realizaron un total de 320 biopsias (250
de manera ambulatoria), sin complicaciones en el 64% de los pacientes. Las
complicaciones mas frecuentes fueron dolor controlado con analgesia (3.2%),
cuadro vagal (3.2%) y soélo dos pacientes (0.8%) requirieron ingreso por

143

hematoma subcapsular sin necesidad de cirugia y con buena evolucion

posterior.

B) Variaciones intra e interobservador

La fibrosis hepatica no tiene una afectacion homogénea a través del
higado, y la del estadio de fibrosis hepatica puede variar en la biopsia hepatica en
al menos 1 estadio en mas del 34% de los pacientes ’" > 3! En 2002, Regev y
col. observaron que las biopsias realizadas en lébulos hepaticos derecho e
izquierdo del mismo higado, pueden diferir en un tercio de los pacientes con
infeccién cronica VHC en el estadio, la mayoria en un solo grado, tras ser
evaluadas por el mismo observador ™"

Colloredo et al. ™

analizé el impacto del tamafio de la muestra de la
biopsia hepatica en 161 muestras, en pacientes con VHB y VHC, usando el
sistema Ishak. La longitud de las muestras fue de = 3 cm y el ancho de 1.4 mm.
Posteriormente, se repitio la estadificacion a ciegas mediante la reduccion de la
longitud a 1,5 cmy 1 cm, y la anchura a 1 mm. La reduccion de la longitud resultd
en un incremento diagnéstico del grado leve de fibrosis, porque habia menos
cantidad de tejido hepatico para evaluar. Se concluyé que era necesario una

muestra de 20 mm o mas y / o que contiene 11 o mas tractos portales completos
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para la evaluacion fiable de clasificacion de la fibrosis hepatica. Estos criterios se

han adoptado rapidamente a los estandares éptimos .

Por tanto, los estandares en el tamafio de la biopsia y el numero de
espacios porta, ha minimizado las diferencias intra/interobservador, aunque para
ello ha sido necesario aumentar el tamafo de la aguja y el nUmero de pases para

obtener la muestra, o que puede aumentar el riesgo de complicaciones.

La utilizacion de indices histolégicos y su valoracion por histélogos
especializados aumenta la rentabilidad de la evaluacion. Hay varias publicaciones
que valoran las diferencias intra e inter observador. En 1994, P. Bedossa "
publicé un estudio basado en la revisién de 30 biopsias hepaticas con afectacién
por VHC por 10 patélogos agrupados por parejas, calculando la variacion de 27
variables entre cada uno de los 10 patélogos (interobservador) y entre cada
miembro de cada una de las 5 parejas (intraobservador), los cuales realizaban la
observaciéon de forma simultanea. Los items de mayor concordancia
interobservador fueron: cirrosis, grado de fibrosis, indice de Knodell, presencia de
esteatosis y presencia de agregados linfoides). En cuanto a los items de mayor
concordancia intraobservador, fueron: indice de Knodell, grado de necrosis, grado

de fibrosis centrolobulillar, proliferacion ductal y existencia de esteatosis.

Coton T et al ' evaluaron la reproductibilidad inter observador entre el
index Knodell y el index METAVIR en 60 biopsias separadas entre 15 y 83 meses,
de 30 pacientes con VHC. La calidad técnica de las muestras discordantes era
peor que en las biopsias en las que los patdlogos coincidian (tamafo, tasa de
fragmentacion, numero de espacios porta). La tasa de concordancia mas alta era

en el parametro fibrosis, que fue del 95% para Knodell y del 92% para METAVIR.

C) Clasificacién histolégica de la fibrosis: Knodell y METAVIR

Cada sistema de gradacion asigna una puntuacion numérica a cada una

de las tres alteraciones principales (inflamacién de los tractos portales, necrosis y
apoptosis del parénquima y fibrosis), y de esta manera, se pueden comparar

diferentes biopsias.
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Uno de los sistemas de puntuacion mas empleados es la puntuacién HAI
(histology activity index) o indice de Knodell, que mide el grado de actividad
histologica basandose en cuatro parametros (necrosis periportal, necrosis
lobulillar, infiltrado inflamatorio porta y fibrosis) '*’. Posteriormente Ishak y col.
realizaron una modificacion sobre este indice e introducen un espectro mas

amplio y completo del grado de necroinflamacion ™ 7

. En 1996 el grupo
METAVIR realiza un algoritmo para graduar la actividad en la hepatitis crénica C,
evaluando de manera independiente la necrosis periportal o necrosis erosiva
periportal (“Piecemeal” necrosis), la necrosis lobulillar y el grado de fibrosis

hepatica ">°.

Estos sistemas de clasificacion histolégica tienen algunas limitaciones,
ente ellas el que sea cualitativo y por tanto las diferencias de gravedad de la
lesidbn pueden no representarse por la puntuacién. Por otro lado, mezclan la
inflamacién con la fibrosis y la puntuacion total de dos biopsias puede ser la
misma, pero no el grado de lesién histoldégica. Asimismo extrapolan los datos de

una pequefia porcién de tejido con la afectacion del higado.

* indice de Knodell (Histology activity Index —HAI-). **

Puntuacion combinada para necrosis, inflamacién y fibrosis. El

meétodo Knodell evalla tres lesiones necroinflamatorias en 4 categorias (0,
1, 3, 4): la necrosis focal y degeneracién intralobular, inflamacién portal y
fibrosis. Y por otro lado, evalia en 7 niveles (0, 1, 3, 4, 5, 6 y 10) la
necrosis periportal. La suma de las lesiones da lugar al HAI, con una
evaluacién entre 0-22.

En la descripcion original del indice Knodell, la fiabilidad inter e intra
observador fue buena, pero hay que tener en cuenta que el indice solo fue
validado para 5 pacientes (14 biopsias), uno de ellos con hepatitis B y los
otros 4 con hepatitis no A-no B. Colaboraron 3 patdlogos y otros 3
patdlogos especializados en muestras hepaticas. (Fig. 11). Unos afos
mas tarde, un estudio evaluaba el index Knodell entre 10 patdlogos
usando 30 muestras de biopsias de pacientes documentados como VHC.
La correlacion inter e intra observador sélo fue buena para la puntuacién
de fibrosis '**. Y aunque tiene varias limitaciones, como la de una relativa
baja sensibilidad para valorar los cambios en la fibrosis, sigue siendo uno

de los indices mas usados en la practica clinica y en las publicaciones.
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* indice METAVIR "> '*®_(Fig. 12)

El indice METAVIR fue disefiado y validado especificamente para

los pacientes con hepatitis C. Se trata de un sistema de clasificacion
semicuantitativa que evalua la fibrosis (escala de 5 puntos) y actividad
histolégica (escala de 4 niveles) de manera independiente. A diferencia del
HAI propuesto por Knodell, el METAVIR se trata de un sistema lineal y

mas ajustado a la realidad, ya que incluye F2.

La fiabilidad inter e intraobservador de la actividad y la fibrosis
puntuacion del sistema METAVIR son similares a la puntuacién de
Knodell. En un estudio de 1994 ™ los coeficientes de kappa de la
puntuacién de actividad del indice METAVIR y de la HAI, asi como la
puntuacion de fibrosis METAVIR y Knodell, fueron similares (aprox. 0,5 y

0,8, respectivamente). En un estudio posterior '

observd que la
concordancia entre observadores de la puntuacién METAVIR depende de
forma muy importante de la experiencia del patélogo. A esto se afade el
tamafio de la muestra '*°, teniendo en cuenta la puntuacién de fibrosis de

una muestra de 20 mm como el tamano de referencia.
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Por lo tanto, la principal ventaja de la puntuacién METAVIR para la

hepatitis C es su relativa simplicidad y su mayor sensibilidad en el indice

de fibrosis debido a la adicidn de un nivel extra de fibrosis. Sin embargo,

muchos de las limitaciones de la puntuaciéon Knodell también se aplican a

la puntuacion METAVIR.

Se ha creado una formula matematica para transformar la fibrosis
por puntuacién Knodell a METAVIR:

Fibrosis METAVIR = (Fibrosis Knodell x 0,8780) + 0,2775

Grado: Actividad: Inflamacién Etapa: cantidad de fibrosis
Ausente 0 . Au_sent_e 0
(sin cicatrices)
Leve 1 Leve: fibrosis portal sin tabiques y
icicatrices alrededor del espacio porta)
Moderada 2 Moderada: pocos tabigues 2
Intensa 3 | Intensa: numerosos tabiques con cirrosis | 3
. Cirrosis
Muy intensa 4 {cicatrices graves en tormo al [6bulo) 4
- — LN=0
A=D
PMN=0 LN=1
A=1 \
LMN=2
PNMN=1 LN=0.1

A=1 \
IW=2_____

="

PMN=2

A=2

LN=2

\ IN=0.12

PMN: Piecemeal necrosis; 0: ninguna; 1: leve; 2: moderado; 3: severo
LN: Necrosis lobular; 0: ninguna o leve; 1: moderado; 2: severo
A: actividad histolégica; 0: ninguna; 1: leve; 2: moderado; 3: severo

Fig. 12: indice METAVIR y algoritmo para la evaluacién de la actividad histolégica en el
indice METAVIR. (Bedossa P, Poynard T. An algorithm for the grading of activity in chronic
hepatitis C. The METAVIR Cooperative Study Group. Hepatology. 1996,24(2):289-293)
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D) Biopsia hepatica: ;es necesaria?

Hasta hace unos afios, la biopsia hepatica se consideraba indicada en
pacientes con hepatitis cronica C con transaminasas elevadas, sobre todo en
aquellos en que se planteaba un tratamiento antiviral. En la actualidad, el estadio
de fibrosis puede evaluarse por métodos no invasivos, reservando la biopsia
hepatica para los casos en que hay dudas, coexisten otras posibles causas o
cuandohay discordancias entre los signos clinicos y/o ecograficos y el grado de

fibrosis evaluada por métodos no invasivos.

Hasta el momento, la biopsia hepatica es la Unica herramienta diagnéstica
que nos ofrece la medida mas préoxima a la exactitud de la gravedad de la
enfermedad, evaluando la severidad de la inflamacién y el grado de fibrosis, pese
a sus limitaciones, las cuales han conducido al desarrollo de métodos no invasivos
para la evaluacion de la fibrosis hepatica, aunque la biopsia se mantiene dentro

del arsenal diagndstico.

1.6.2.- indices predictivos de fibrosis hepatica

Las principales alternativas a la biopsia hepatica se han desarrollado en los
ultimos 10 afos, basados en dos conceptos diferentes: marcadores séricos y la

elasticidad hepatica (FibroScan®)

Los marcadores séricos son combinaciones de varios parametros sanguineos que
estan optimizados para reflejar el grado de fibrosis hepatica, intentando maximizar el
algoritmo diagnéstico para hacer coincidir el indice predictivo con las etapas histoldgicas
segun lo evaluado mediante biopsia hepatica ™. Los indices basados en marcadores
séricos, a diferencia del FibroScan®, han sido confeccionados para imitar a la biopsia

hepatica.
Se trata de métodos sensibles y especificos para diagnosticar presencia o
ausencia de cirrosis, pero en los estadios intermedios o cuando se consideran sélo las

etapas adyacentes (F1vsF2 o F2vsF3), los valores AUROC son algo mas bajos ™.

Hasta el momento, ninguno de los métodos no invasivos pueden distinguir

claramente entre los estadios intermedios de la fibrosis, y en muy pocos de los estudios
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de marcadores no invasivos, al comparar el resultado del test con la biopsia, se informa
de las caracteristicas de ésta (tamafio y numero de espacios porta), ni del tamafio de la
aguja. En aquellos en que si que se aporta dicha informacién, no se cumplen el tamafo

minimo adecuado, excepto en el 15% de las biopsias del estudio HALT-C. &.

Hasta la actualidad, se han publicado diversos marcadores no invasivos de
cirrosis hepatica que incluyen datos clinicos y/o analiticos 9% 193 154 195.156. 157 " Agi mismo,
también se han publicado articulos que han asociado signos ecograficos con la presencia

de cirrosis hepatica 158, 159, 160, 161

. Actualmente, las guias de la asociacién europea para el
estudio del higado (EASL) recomiendan el uso de métodos no invasivos, entre ellos, los
biomarcadores séricos para el diagndstico de fibrosis significativa en hepatitis cronica por
VHC "7, con un nivel de predictibilidad suficientemente seguro. Tanto la medida de la
rigidez hepatica como los biomarcadores dan buenos resultados en la identificacion de la
cirrosis o la ausencia de fibrosis, pero los resultados no son tan buenos a la hora de
diagnosticar los grados intermedios de fibrosis. En caso de que se obtengan resultados
contradictorios con el empleo de marcadores no invasivos, puede estar indicada la

biopsia hepatica. Fig. 13.

Marker Description Settings in which validation exists
AST/ALT  AST to ALT ratio HCV, HEV

APRI AST to platelets ratio index HCV, HBV, HIV/HCV
Foms'index Age, BMI, yGT, cholesterol HCV, HEV, HIV/HCV
Fibrotest Age, gender, 0-2-macroglobulin, 75T, haptoglobin, apolipoprotein Al, total bilirubin - HCV, HEV, ALD, NAFLD, HIV/HCV
ELF Age, hyaluronic acid, type Il procollagen, TIMPL HCV, ALD, NAFLD
Hepascore  Bilirubin, 6T, hyaluronic acid, 6-2-macroglobulin, age, sex HCV

Lok index  AST, ALT, platelets, INE HCV

Fibroindex  AST, platelets, g-globulins HCV

Fibrometer Age, AST, platelets, hyaluroman, INE, o-2-macroglobulin, urea HCV

Fibrospect  g-2-macroglobulin, hyaluronan, TIMFPL HCV

Fib-4 Age, AST, ALT, platelets HCV, HEV, HIV/HCV

Fig. 13: indices no invasivos en diagndsticos de cirrosis hepatica. (Poynard T, Morra R, Halfon P, et al.
Meta-analyses of FibroTest diagnostic value in chronic liver disease. BMC Gastroenterol. 2007;7:40)

Hay dos tipos de test no invasivos (NIT) "%,

A) Los basados en marcadores serolégicos. Algunos marcadores séricos tanto

directamente implicados en el remodelado que tiene lugar en la fibrosis hepatica
como aquellos alterados como consecuencia de ésta, parecen estar
correlacionados con el grado de fibrosis hepatica, disefiandose test mediante

modelos estadisticos.
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1. Indirectos, basados sobre pruebas diagndsticas hematoldgicas de rutina:
Bonacini **’, Forns "', Fibroindex '®®, APRI '® y APRI modificado, HALT-C
6 Lok index '®° y PGAA .

2. Directos, que miden componentes profibréticos en el suero del paciente.
Normalmente se utilizan solos o en combinacion con los anteriores, lo cual
incrementa su exactitud diagndstica. Fueron los primeros marcadores
propuestos para la valoracion de la fibrosis hepatica. Los mas estudiados
han sido los niveles de hialuronato sérico, laminina y YKL-40, de la familia
de las glicoproteinas; o de la familia del colageno, como el procolageno |l
y el colageno tipo IV, y las colagenasas y sus inhibidores, como MMPs.

Una de las principales limitaciones para el uso clinico de los indices
directos, es que no son utiles para su uso rutinario, dado que no estan
disponibles en la mayoria de los hospitales. Otra limitaciéon es que ninguno
es especifico del higado y pueden ser influido por los cambios en su
aclaramiento y excrecion, en pacientes ancianos con enfermedades
crénicas, como la artritis reumatoide, con resultados falsos positivos
relacionados con la hemodlisis y el sindrome de Gilbert, o resultados falso-
negativos relacionados con la inflamacion '®’.

3. Algunos NIT combinan métodos directos e indirectos, de acuerdo a

modelos matematicos, como el FibroTest® '® el Fibrometer® %,
Hepatoscore® "°, ELF® "' y FibroSpectlI® "2

B) Métodos basados en técnicas de imagen. Con ellos se pueden detectar cambios

estructurales, pero su exactitud diagndstica para la deteccion del estadio de
fibrosis es baja. La ecografia diagnostica predice cirrosis en mas del 90% de los
casos usando 2 6 3 parametros cuantitativos o cualitativos '°%. La técnica que
predice fibrosis significativa (METAVIR = 2) o cirrosis con mayor exactitud
diagnéstica (ROC curves con 0.74 y 0.94 respectivamente) es el FibroScan® '"°.
Los principales factores limitantes del mismo es su precio y el hecho de que hay
un porcentaje de pacientes, sobretodo obesos, en que no es posible su
realizacion por interposicién de grasa o en pacientes muy delgados al presentar

un espacio intercostal muy estrecho.

Ninguno de estos test no invasivos pueden distinguir entre los diferentes estadios

de fibrosis, y por algunos autores, son considerados menos fidedignos que la biopsia
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hepatica '™ y ademas, pocos estudios han sido realizados fuera de la hepatitis crénica
por VHC 8.

A) Marcadores no invasivos seroldgicos de fibrosis hepatica, directos,

indirectos y mixtos.

Después de 20 afios, desde que se publicd el primer biomarcador '", aun

persisten controversias sobre el uso de los indices mas validados vs la biopsia
hepatica ' 176 177 178 179 " Existen tres hechos con los que la mayoria de los

especialistas estan de acuerdo con respecto a los biomarcadores '® '8":

1. Los biomarcadores son adecuados para el cribaje de fibrosis en
grandes poblaciones.

2. La biopsia, aun con un tamafio adecuado, presenta un 35% de falsos
positivos y falsos negativos en el diagnéstico del estadio de la fibrosis.

3. El FibroTest® y el FibroScan® son los dos marcadores no invasivos
mas validados para el diagnédstico de fibrosis avanzada, con una
precision cercana al 80% cuando la biopsia hepatica es tomada como

referencia.

Cuando se comparan y validan de forma externa diferentes indices, presentan
resultados similares a los estudios iniciales en cuanto al diagnéstico de fibrosis
significativa '8% 8% 184.185.18 "En o] mayor estudio hasta la fecha '®, con una N=
1307, en el que se compara de forma prospectiva varios indices (FibroTest®,
Fibrometer®, HepaScore®® y APRI), las AUROCSs variaron desde 0,72 hasta 0,78

para la fibrosis significativa y 0,77-0,86 para la cirrosis.

Una de las principales limitaciones de los indices es que varios de sus
componentes no son especificos del higado, influenciando sobre ellos otras
patologias, asi como las tasas de excrecién y aclaramiento. Por ejemplo, los
niveles de ac. hialurénico aumentan en el estado post-pandrial, en personas de
edad avanzada o en personas afectas de artritis reumatoide. En otros casos,
medidas indirectas como el recuento plaquetar o el nivel de AST puede variar

entre los diferentes laboratorios.
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* FibroTest® (Fibrosure®, LabCorp, Burlington) "

indice mixto, que combina concentraciones séricas de macroglobulina a2,
haptoglobina, GGT, bilirrubina total, edad, género y apolipoproteina A1. Es el
indice mas estudiado y validado, tanto para VHC como VHB, hepatitis cronica
alcohdlica, NAFLD y HIV/HCV ' '8 Sy valor queda alterado por sindromes
inflamatorios, hemolisis y el sindrome de Gilbert. Identifica aprox. el 70% de los
pacientes con fibrosis moderada-severa (punto de corte de 0.49), con S 70% y
E 80%. Para el diagnéstico de cirrosis (punto de corte de 0.75), con S 91% y E
75%, con un AUROC media de 0.85.

En resumen, el FibroTest® es un indice con moderada precision para el
diagnoéstico de fibrosis moderada-severa, y un indice preciso para el
diagnostico de cirrosis y con alta exactitud para descartar el diagndstico de
cirrosis.

Se ha estimado que el coste es de aprox. 30 € por los test de laboratorio,
mas 50 € por el uso de la férmula patentada '®.

En un estudio con 64 pacientes con hepatitis C no tratada y tras 5 afios de
su primera evaluacion de fibrosis tanto con biopsia hepatica como con
FibroTest® en el mismo dia, los dos métodos presentan un valor prondéstico

similar en términos de morbi-mortalidad "®°.

* HepatoScore® (Path West, University of Western Australia). '"°

indice mixto, que combina concentraciones séricas de bilirrubina, GGT,
acido hialurénico, macroglobulina a2, edad y sexo. Su valor también queda
alterado por sindromes inflamatorios, hemolisis y el sindrome de Gilbert. Al
menos 6 estudios comparan el HepatoScore® con la biopsia hepatica (un total
de 6.373 pacientes con hepatitis C crénica) '*°. El punto de corte para fibrosis
significativa es de 0.5, con sensibilidad y especificidad similar al FibroTest®.
Para el diagndstico de cirrosis hepatica, el punto de corte es de 0,8 con una S
de 75% y E de 85%. En un estudio que compara el HepatoScore® y
FibroTest® muestra que los dos indices tienen una precisioén diagndstica similar
91 Se estima que el coste de aplicar el HepatoScore® es de aprox. 51€ (test

de laboratorio). '®

* Fibrometer® (BioLiveScale, Angers, France). '®°

indice mixto, que combina concentraciones séricas de &cido hialurénico,

tiempo de protrombina, plaquetas, AST, macroglobulina a2, urea y edad, la
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féormula esta ajustada segun la causa de la enfermedad hepatica. Su valor
puede estar alterado por sindromes inflamatorios, colostasis, déficit de vitamina
K o uso de terapias anti-vitamina K, fallo renal y deshidratacion. Al menos 5
estudios (un total de 2.800 pacientes con hepatitis cronica C) comparan el
Fibrometer® con la biopsia hepatica ®®. Para la deteccién de fibrosis moderada
y severa (punto de corte de 0,62) con S y E similar al FibroTest®. Para el
diagnéstico de cirrosis (punto de corte de 0.98) con S del 36% pero con una E
del 98%. Se estima que su coste es de aprox. del 62€ por los test de

laboratorio, y 50€ mas por el uso del indice (patentado). "%

* Fibroindex. '

Marcador indirecto, que combina concentraciones de plaquetas, AST y y-

globulina. El estudio se hizo con 360 pacientes con VHC, con AUROC de 0.83
(punto de corte de <1.25 22.25) para fibrosis significativa, con S 30-40% y E
97-97.

* FIB-4 '

Marcador serolégico indirecto que combina el recuento de plaquetas, AST

y v-globulina. El estudio se hizo con un total de 847 pacientes con VHC en
estadio F3-F4. Para cirrosis, la AUROC fue de 0.85 (punto de corte <1.45
>3.25) con S 38%-74% y E 81%-98%.

* King’s Score '
Basado en un estudio prospectivo sobre 923 pacientes con VHC a los que

se les realizaba biopsia hepatica”. El AUROC para predecir fibrosis significativa
y cirrosis (Ishak F3-F6) fue de 0.94 y 0.89, respectivamente, en el grupo de

validacion.

63



64

Entre los indices indirectos mas utilizados se encuentran el test Forns, el
APRI y el HALT-C (Lok Index).

* Test Forns *°

Su objetivo fue elaborar un modelo simple basado en datos analiticos de
rutina para predecir fibrosis significativa (METAVIR F2-F4) vs. fibrosis no
significativa (METAVIR FO-F1) en pacientes con hepatitis cronica por el VHC.

Se incluyeron un total de 476 pacientes a los cuales se les realizé biopsia
hepatica, que fueron divididos en dos grupos: “grupo de estimacién” (N=351
pacientes), y el “grupo de validacion” (N=125 pacientes). Un 50% presentaban
FO, el 24% eran F1 (total de 74%) y el resto, un 25% presentaban fibrosis
significativa (10% en F2, 15% en F3 y F4). Cinco variables fueron identificadas
como predictores independientes de fibrosis; GGT, recuento plaquetar, edad,
colesterol y tiempo de protrombina, excluyendo finalmente este dato que no
estaba expresado como INR. Sobre ellas, se construydé un indice segun la

siguiente férmula:

7.811=3.13 LIn(platelet count)+0.781.In(GGT)

+_3.u.467'.]n[;1ge 1—0.014.(cholesteral)

Se realizaron curvas ROC en el grupo de estimacion y en el de validacién
(Fig. 14), eligiéndose dos umbrales para identificar la ausencia (< 4.2) y la
presencia (> 6.9) de fibrosis significativa, con un valor predictivo negativo
(VPN) de 96% en el grupo de estimacién (punto de corte < 4.2) y un valor
predictivo positivo (VPP) de 79% (para un punto de corte >6.9). En el grupo de
validacion, el VPN era de 96% (para un punto de corte < 4.2) y un VPP de 66%
(para un punto de corte de >6.9). Por tanto, la exactitud diagnéstica del modelo

disminuyé significativamente en el grupo de validacion.

La ventaja de este modelo es que con un indice relativamente sencillo de
realizar, alrededor de la mitad de los pacientes con FO-F1 son diagnosticados
con un alto valor predictivo (indice < 4.2 identifica a estos pacientes con un
96% de certeza). Las limitaciones son que precisa de una formula dificil de
calcular a “la cabecera del enfermo” y que no presenta suficiente exactitud

diagnéstica para detectar fibrosis significativa, con un VPP del 66% en el grupo
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de validacion. Finalmente, los autores remarcan que sus datos deberian ser

validados por otros centros.

El indice Forns no da informacion sobre cirrosis, solo lo hace sobre la
fibrosis significativa. Aproximadamente la mitad de los casos no pueden ser
clasificados y la exactitud diagnéstica es muy variable segun los estudios (entre
50-85%) '** '%°. También se ha sugerido que el indice Forns podria ser menos
preciso para los pacientes con VHC genotipo 3, ya que se asocia con niveles

I 195 4

muy bajos de colesterol *®, aunque otros estudios no lo confirman '%.

Accuracy

Cutoff Papulation

Score 5 Sp PPV NRY LR Imvolved Imterpretation

<42 094 051 04 005 19 0% Absence of fibrosls
[265% cartalnty)

=59 03 085 0686 08 6 12% Presence of fibrosls
(E5% cartalnty)

Fig. 14: Accuracy del indice para el grupo de validaciéon (n = 125), con una prevalencia de fibrosis
significativa del 26% (Forns X, Ampurdanes S, Llovet JM, et al. Identification of chronic hepatitis C

patients without hepatic fibrosis by a simple predictive model. Hepatoloqy. 2002;36(4 Pt 1):986-992)

Adafal N. ' plante6 varias consideraciones al estudio de Forns. En
primer lugar, la poblacion de pacientes estaba muy seleccionada, excluyendo
pacientes de mas de 65 anos, aquellos con consumo regular de alcohol,
pacientes obesos y coinfectados por el VHB o VIH. Ademas, sélo el 51% de los
pacientes pudieron ser clasificados, mientras que el resto de los pacientes caen
en la zona de “inclasificados” (puntuacion entre 4.2 y 6.9). Por lo tanto, Adafal
concluye que la aplicabilidad generalizada del sistema Forns puede ser

limitada.

* indice APRI "

El objetivo del estudio de Wai et al fue elaborar un modelo simple basado
en datos analiticos de rutina para predecir la fibrosis significativa (indice Ishak =
3) y cirrosis (indice Ishak de 5 6 6) en pacientes con hepatitis cronica por el
VHC.
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Se reclutaron de forma retrospectiva una cohorte de 279 pacientes, los
cuales fueron divididos en dos grupos; un grupo de elaboracion y un grupo de
validacion. Se recogieron datos virolégicos y analiticos. Los factores
predictores de fibrosis significativa y cirrosis fueron el valor de AST y el

recuento de plaquetas. La féormula del indice APRI es la siguiente (Fig. 15).

AST level (/ULN)

Platelet counts (10°/L)

APRI = > 100

Fig. 15: Formula del indice APRI. (Wai CT, Greenson JK, Fontana RJ, et al. A simple
noninvasive index can predict both significant fibrosis and cirrhosis in patients with chronic
hepatitis C. Hepatology. 2003;38(2):518-526))

El AUROC fue 0.83 (95% IC 0.78-0.88) y 0.90 (95% IC, 0.86-0.94) para

predecir fibrosis significativa y cirrosis, respectivamente.

El indice APRI es un indice facil de calcular a través de una férmula
sencilla usando valores analiticos de rutina con una exactitud diagnéstica del
51% para fibrosis significativa y del 81% para cirrosis. Los puntos de corte para
fibrosis significativa: ausencia < 0.5 y presencia 21.5; y cirrosis, ausencia <1 y

presencia >2.

Hasta la fecha, el test APRI, junto al FibroTest, han sido los marcadores
mas estudiados. En un meta-analisis '°, que reunié a 4266 pacientes con VHC
de 22 estudios que aplicaron el indice APRI, el AUROC para el diagndstico de
fibrosis significativa y cirrosis fue de 0,76 (95%IC: 0.74 a 0,79) y 0,82 (95%IC:

0,79 a 0,86), respectivamente.

* indice HALT-C o Lok Index '®°

El estudio Hepatitis C Antiviral Long-Term Treatment against Cirrhosis

(HALT-C) es un trabajo prospectivo, aleatorizado, controlado y realizado con el
objetivo de determinar si el tratamiento con interferén pegilado puede reducir el
riesgo de progresion a la cirrosis, enfermedad hepatica descompensada y
carcinoma hepatocelular en pacientes con hepatitis cronica por VHC que

presentan fibrosis o cirrosis avanzada.
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Ciertas caracteristicas de este estudio, como la cohorte utilizada (un total
de 1141 pacientes), la revision de la histologia hepatica por un comité de
patologos expertos y el alto porcentaje de pacientes con cirrosis, sirvid para
desarrollar un modelo que permitio distinguir entre la fibrosis significativa y la
cirrosis. Los objetivos del estudio fueron identificar las caracteristicas
demograéficas, clinicas, de laboratorio y virolégicas asociadas con el diagndstico
histolégico de cirrosis, y desarrollar un modelo predictivo de cirrosis basado en

examenes de laboratorio objetivos y disponibles en la practica clinica rutinaria.

Para ello se reclutaron de forma prospectiva una cohorte de 1141
pacientes adultos, de los cuales 429 (38%) presentaban cirrosis. Los criterios
de inclusién era tener RNA-VHC positivo, el fracaso terapéutico del tratamiento
con interferdn estandar con o sin ribavirina y la existencia de fibrosis o cirrosis
en una biopsia hepatica realizada dentro de los 12 meses de comenzado el
estudio. La biopsia hepatica valorada segun el indice de Ishak, donde los
estadios 5 (cirrosis incompleta) y 6 (cirrosis definitiva) de fibrosis se incluyeron
en el grupo de pacientes con cirrosis, mientras que los estadios 3 (fibrosis con
puentes ocasionales) y 4 (fibrosis marcada con puentes) formaron el grupo de

pacientes con fibrosis significativa.

El modelo con mejor curva ROC y mas simple fue el constituido por los
valores de plaquetas, INR y AST/ALT ratio. A partir de este modelo se sugirié
una formula matematica para la detecciéon de cirrosis sin recurrir a la biopsia
hepatica en un 58% de los pacientes, con AUC de 0.91 (95% IC, 0.84-0.97).

Un umbral < 0.2 excluye cirrosis con VPN de 86%. Un cutoff > 0.5 identifica
cirrosis con VPP de 75%, y con S 40-98% y E 53-99%. El 48.5% de los
pacientes se situaban entre ambos cutoff, y por tanto, no pudieron ser

correctamente clasificados.

Por tanto, las limitaciones del indice es que requieren de una complicada
férmula, para el diagnoéstico de cirrosis con un alto porcentaje de pacientes que
pueden quedar en los valores intermedios entre 0.2 y 0.5 y por tanto,
imposibles de clasificar. Finalmente, los autores remarcan que sus datos

deberian ser validados por otros centros.
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Paralelamente, en nuestra Unidad, elaboramos un indice no invasivo con el

objetivo de valorar la presencia de cirrosis hepatica en un grupo de pacientes (N= 332)

sin necesidad de realizar biopsia hepatica, el NIHCED-Sabadell’s non Invasive

Hepatitis C related-Cirrhosis early Detection Score.

68

* NIHCED- Sabadell’s non Invasive, Hepatitis C related-Cirrhosis

Early Detection Score- "% 1%

La elaboracién del indice se realizé a partir de una poblacién de 332
pacientes con un grupo de elaboracién y uno de validacion. A diferencia de
otros indices no invasivo, el elaborado por nuestro grupo, ademas de evaluar
variables demograficas y analiticas, también valoré parametros ecograficos. Un
indice = 22 tuvo una sensibilidad del 86%, una especificidad del 90%, un VPP
del 86%, un VPN del 96.4% y una exactitud diagndstica del 90%. El indice se

muestra en la siguiente tabla.

Indice predictivo de hepatitis crénica por virus C (NIHCED)

Edad = 60 13 puntos
Tiempo de protrombina = 1.1 10 ptos
Plaguetas = 100.000 15 ptos
GOTI/GPT =1 10 ptos
Hipertrofia del I6bulo caudado 6 ptos
Atfrofia del I6bulo hepatico derecho 15 ptos
Esplenomegalia =13cm 7 ptos

El indice predictivo elaborado y validado por nuestro grupo podria ser una
herramienta util para el seguimiento ambulatorio de los pacientes con hepatitis
crénica por virus C, obviando la realizacién de biopsias hepaticas periddicas

recomendadas en la actualidad por las sociedades cientificas.

En general, la incapacidad para clasificar un gran niumero de pacientes se
explica porque ninguno de los indices realmente mide la fibrosis, pero si
reflejan una alteracion en la funcionalidad del higado, lo que lleva asociado la
progresion de la enfermedad. En general, los marcadores tienen una capacidad

similar para diferenciar FO/F1 vs F3/F4.
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B) Algoritmos combinados con marcadores seroldgicos

Para aumentar la precisiéon diagnéstica, se han planteado nuevos enfoques
usando algoritmos graduales, combinando de forma secuencial diferentes indices,

aunque ello también aumenta su complejidad y limita su aplicacion 8% 191 194 199,

200, 201

Por ejemplo, el algoritmo SAFE (sequential algorithm for fibrosis
evaluation) combina de forma secuencial el test APRI y el Fibrotest®,

identificando con una fiabilidad del 94% al 50% de los pacientes con fibrosis

significativa (F2-4) usando el indice APRI como test de cribaje seguido del uso del
FibroTest® en los casos en los que el APRI no puedo clasificarlos. La biopsia
hepatica se realizd en los casos en el que el paciente no tenia fibrosis significativa
(FO-F1). La precision diagnéstica fue del 95%, evitando la biopsia en el 60-70% de
los casos '**. Estos datos fueron validados en un estudio multicéntrico con mas de
2.000 pacientes con VHC 2°# 2% Fig. 15.

=0.5(owNeY) | | 0515 (undassifed) | | > 15 (high PPV)
|
| = 0.48 (low NPV) | > 0.49 (high PPV) |
L l l L
Liver biopsy needed | Significant fibrosis present

Mo nesd for liver biopsy

Fig. 15: Algoritmo SAFE-biopsia para fibrosis significativa (F=2) ‘Boursier J, Vergniol J, Sawadogo A, et
al. The combination of a blood test and Fibroscan improves the non-invasive diagnosis of liver fibrosis.
Liver Int. 2009;29(10):1507-1515
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Otros estudios han combinado FibroTest® con el indice Forns (Fibropaca)

20. v el FibroTest® con el Hepatoscore® ™.

Castera et al demostraron que la combinacién del FibroScan® con el
Fibrotest® (algoritmo Bordeaux) tiene un excelente precision diagnéstica, tanto
para detectar fibrosis significativa (AUROC 0.88), como cirrosis (AUROC 0.95) 24,

Mas tarde, se compararon ambas combinaciones, SAFE y el algoritmo de
Castera (algoritmo Bourdeaux), revelando que la capacidad para detectar cirrosis
era similar, aunque en el caso del algoritmo de Castera era posible evitarse mayor

numero de biopsias (hasta el 75%) *%°.

La combinacion de marcadores séricos (FibroTest®, Fibrometer® vy
Hepatoscore®) con técnicas de imagen (FibroScan®) representa un paso mas en
la evaluacion de la fibrosis relacionada con el VHC, recomendado por el French
Health Authorities como primera linea de evaluaciéon de fibrosis, aunque su
aplicacion requiere algoritmos complejos 2°> 2% 27 Sy combinacion tiene como
ventajas principales, que el FibroScan® nos informa mas directamente de la
estructura hepatica y que no hay interferencia con procesos intercurrentes, como
ocurre con los biomarcadores (sindrome de Gilbert, hemolisis, artritis reumatoide,

sepsis...).

En 2008, Bourliere M. et al ™' publicé un estudio sobre una cohorte de 467
pacientes con VHC (59% &), cuyo principal objetivo era validar el Hepatoscore® y
el FibroTest® como alternativa a la biopsia y como objetivo secundario fue
combinar el FibroTest®, Hepatoscore®, APRI y el indice Forns para mejorar la
precision diagnéstica de los marcadores para predecir fibrosis. Los resultados
mostraron que el algoritmo que combina APRI con Hepatoscore® tiene la mayor

tasa a la hora de evitar biopsias (45%) con alta precision diagndstica (91%).

Se combinaron los marcadores en cinco algoritmos secuenciales para
diagnosticar = F2, minimizar el numero de biopsias hepaticas y el sobre-
diagnéstico. Se usé un grupo de estimaciéon (N = 293) y un grupo de validacion (N
=179).
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El algoritmo que mayor tasa de biopsias evito (45%), fue el que combinaba

APRI y HepaScore®, con una precision diagndstica del 91%. (Fig. 16)

Fig. 16: Algoritmo diagnéstico con mayor tasa de
biopsias evitables. (Bourliere M, Penaranda G, Ouzan
D, et al. Optimized stepwise combination algorithms
of non-invasive liver fibrosis scores including
Hepascore in hepatitis C virus patients. Aliment
Pharmacol Ther. 2008;28(4):458-467)

2
FO-F1 n.c. =F2
FO-F1 =F2
Biopsy
[Fo-F1 | =F2

Crisan D. et al %

evaluo diferentesindices (APRI, Forns,

FIB-4,

HepatoScore®, FibroTest® y Fibrometer®) y el FibroScan® comparandola con la

biopsia hepatica (METAVIR) en 446 pacientes, con el objetivo de determinar la

precision diagnéstica de cada uno de ellos, asi cual de las diferentes

combinaciones es la que tiene mayor precision diagndstica. Las AUROC mas
altas fueron para el Fibrometer (0.797), FibroTest® (0.778), FibroScan® (0.751),
APRI (0.727) y FIB-4 (0.714). El algoritmo APRI con Fibrometer® aumenta la

precision diagnéstica de 69.07 a 82.27%, en comparaciéon del uso de APRI solo vs

APRI mas Fibrometer®. El algoritmo FIB-4 con Fibrometer®, aumenta la precision

diagndstica de 57.74 a 81.33%. (Fig. 17).
Precision
diagndstica (%)

APRI 60.07
APRI+

Fibrometer® 8227
APRI

FibroScan® 80.70
FIB-4 57.74
FIB-4

Fibrometer® 8133
FIB-4

FibroScan® 8133

Fig. 17: Tabla comparativa de la precision diagnédstica de los diferentes algoritmos.
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Otro de los algoritmos mas usados es el algoritmo Leroy '®*, donde se
combina el Fibrotest® y APRI (Fig. 18). En el estudio no se pudo confirmar cual
era el mejor marcador no invasivo, pero encontraron que una combinacion de dos
indices presentaba un mejor rendimiento que el uso de uno solo; por ejemplo, la
combinacion del Fibrotest® y APRI ' descartan fibrosis significativa (F2, F3, F4)
con un VPN del 94%. Las limitaciones de estos algoritmos es que sélo se han
aplicado a los pacientes con hepatitis C ya conocida, y ademas, las mejores

combinaciones podrian seleccionar entre el 25-50% de los pacientes.

RNAWVHC detectable

t ALT séricos
Fibrotest
APRI
Fibrotest = 0.22 Valores intermedios Fibrotest » 0.58
APRI <05 APRI = 2
Sin fibrosis o ) Filbru slis
leve fibrosis Estimacitn parcial de fibrosis Slggill'ﬁl'ii:(;:a o
Seguimiento : -
Tratamiente antiviral o Fibrogastroscapia

biopsia hepatica
Sino responde al Sereening CHC

tratamiento: biopsia Tratamientn

antiviral

Siriesgo de cirrosis: se
recomienda biopsia, o
fibrogastroscopia

Screening CHC

Fig. 18: Algoritmo de Leroy et al para el diagnéstico de fibrosis significativa en pacientes VHC con

transaminasas elevadas




Introduccion

C) Marcadores no invasivos vs biopsia hepatica

El propdsito de los marcadores séricos es el de maximizar el algoritmo
para coincidir con las etapas histolégicas segun lo evaluado mediante biopsia
hepatica '°. Aunque los marcadores no invasivos (también el FibroScan®) nos da
informacién sobre el estado de fibrosis hepatica y una estimacién del prondstico
de la hepatitis crénica, perdemos informacion que si que nos da la biopsia, como

21021 5 |os depositos de hierro 2'2.

el grado de inflamacion *® y de esteatosis

La expresion tipica de la eficacia de una prueba se basa en el area bajo la
curva caracteristica (AUROC), que traza la sensibilidad frente a 1-especificidad. El
AUROC representa la probabilidad de que una prueba clasifique correctamente
dos pacientes elegidos al azar, uno con una biopsia de higado considerado
‘normal’ y el otro ‘enfermo’. La precision de diagndstico no invasivo de dos indices
también es comparado usando sus respectivas AUROC y una prueba estadistica
apropiada. El uso de las AUROC plantea dos cuestiones metodoldgicas. En
primer lugar, su uso se basa en la suposicion de que el gold estandar (la biopsia)
es una variable dicotdmica, mientras que la fibrosis en realidad se trata de una
variable continla (usa una escala ordinal); esta diferencia implica que los estadios
de fibrosis de la muestra tiene que ser catalogados en dos grupos: fibrosis no

significativa vs fibrosis significativa.

Por tanto, una limitacién importante de cualquiera de estos sustitutos
séricos de la biopsia se encuentra en su concepcién y/o de su validacién por
medio de un enfoque dicotémico, esto es, fibrosis significativa vs fibrosis no
significativa, definicion variable segun el estudio y el sistema de estadificacion
histologica usado, por ejemplo el sistema METAVIR comprende 5 estadios de

fibrosis, mientras que el Knodell son 4 y el sistema Isahk son 7.

Este nivel de complejidad a la hora de catalogar la fibrosis se ha
demostrado importante en el seguimiento de la evolucion de la enfermedad, en la
definicion de la tasa de progresién a cirrosis y a la hora de decidir el inicio de un
tratamiento antiviral. Y el uso de este enfoque revela una pérdida significativa de

informacion.
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Sin embargo, en la mayoria de los trabajos estas limitaciones han sido
dejadas al margen al considerar que las diferentes etapas histologicas son
variables lineales y por tanto, extrapolando valores intermedios para cada una de
las etapas. Sin embargo, esta es una suposicion errénea ya que los indices estan
disefiados para variables no continuas. Asi, cuando consideramos la extension de
la fibrosis (medida por técnicas de imagen), se observa la ausencia de linealidad

entre la extension de la fibrosis y los grados histolégicos ™.

Esto explicaria por qué, cuando se consideran solo las etapas adyacentes
(F1 vs F2 o F2 vs F3), los valores AUROC son inaceptablemente bajos, lo que
lleva a considerar los indices como herramientas inadecuadas para el seguimiento

individual de la fibrosis hepatica "*'.

El AUROC también puede variar en funcién de la longitud de la biopsia y la
fragmentacion, asi como la prevalencia de cada una de los estadios de fibrosis en
la poblacién estudiada (es decir, el sesgo de “espectro”). Es decir, si los estadios
extremos de fibrosis (FO y F4) estan sobrerrepresentados en una poblacion, la
sensibilidad y especificidad sera mas alta que en una poblacion que incluye sélo a

pacientes con estadios adyacentes de fibrosis (F1y F2) ',

Ya que la biopsia hepatica se utiliza como marcador gold standardd en la
confeccion de un marcador sérico, un indice sérico perfecto podria tedricamente
alcanzar un AUROC de 1,0 y un valor inferior del AUROC estaria relacionado con
las limitaciones propias del marcador sérico, y no a la limitacién de la biopsia para

evaluar la fibrosis.

Pero debido a que la biopsia hepatica es un patron oro imperfecto, una
prueba perfecta nunca alcanzara el valor maximo '*°. Teniendo en cuenta un
rango de precision de la biopsia y un rango de prevalencia de la enfermedad
significativa (que influyen en la AUROC), Mehta et al. " demostraron que en el
escenario mas favorable, una AUROC> 0,90 no se puede lograr aunque sea por

un marcador perfecto.

Se han propuesto varias maneras de prevenir este sesgo, como el ajuste
de la AUROC por el método DANA (normalizacién de acuerdo a la prevalencia de

los estadios de fibrosis que definen fibrosis avanzada (F2-F3-F4) y no fibrosis
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avanzada (FO-F1) #* o la medida Obuchowski 2'°

(disefiado para un “gold
standardd” con medidas ordinales), que es una versién multinomial de las AUC,
basada en un promedio ponderado, en este caso, de las 5 variables de fibrosis del

indice METAVIR.

En el estudio de Poynard #'*, la medida Obuchowski se puede interpretar
como la probabilidad de que el indice no invasivo sera correctamente clasificado
entre muestras de dos pacientes randomizados con diferentes estadios de fibrosis
de acuerdo con el esquema de ponderacion. Sobre sus datos, Poynard et al

concluyen que la medida Obuchowski tiene varias ventajas sobre el uso de AUC:

1. Se elimina el sesgo relacionado con la distribucion de los estadios
de fibrosis y corrige el aumento del error tipo .

2. Mediante el uso de medida Obuchowski con el mismo esquema de
ponderacién, los resultados de diferentes estudios podrian ser comparados

facilmente o combinarse en un meta- analisis.

3. Se puede utilizar para estimar un ajuste sobre las diferentes etapas
de fibrosis.
4, Los analisis de las AUROC requieren los resultados de la biopsia

hepatica para ser agregados en dos resultados. Numerosos estudios han
mostrado diferentes AUC para el mismo indice no invasivo, debido a las
diferentes formas de agrupacion de los estadios de fibrosis.

5. El uso de un esquema de ponderacién y una funcién de

penalizacion aumenta la relevancia clinica de la medida Obuchowski.

Varios estudios comparan la biopsia hepatica con diferentes marcadores
no invasivos. En el estudio de Lackner #'°, compara la biopsia hepatica (Ishak) con
el indice AST/ALT (ratio AAR), indice discriminante de cirrosis (CDS), indice edad-
plaquetas (AP), Pohl score, APRI y recuento plaquetar, para prediccion de fibrosis
significativa (F3-F6) y para prediccién de cirrosis (F5-F6), sobre 211 pacientes con
VHC genotipo 1. El mejor indice fue el APRI, con AUROC de 0.80 (F3-F6) y 0.90
(F5-F6). Finalmente se concluyd que el diagnostico de fibrosis significativa se

puede predecir en un 25% y el de cirrosis en un 80%.

En el estudio de Sebastiani '’ donde se estudian 2411 pacientes con

diferentes etiologias de dano hepatico (VHC, VHB, NASH vy co-infeccién
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VHC/VIH), comparando la biopsia hepatica vs APRI, indice Forns, indice Lok,
APRI, FIB-4, recuento plaquetar y Fibrotest, para fibrosis significativa (F22) y
cirrosis (F4) tanto con el estudio del AUROC como el AUROC ajustado por DANA.
El indice APRI muestra el mejor rendimiento en los pacientes VHC con AUROC
ajustada de 0.77 (fibrosis significativa) y 0.83 (cirrosis), seguido del Fibrotest.
También se comprobé que los pacientes con ALT normal presentan un
rendimiento inferior de los marcadores (con AUROC ajustada para fibrosis
significativa, mejor para APRI y Fibrotest, con 0.70), por lo que la biopsia no es

reemplazable.

Ademas, la etiologia del dafo hepatico, influye en el rendimiento de los
marcadores; por ejemplo, con respecto al indice APRI para diagnéstico de cirrosis,
la sensibilidad, especificidad y AUROC ajustada es mayor en pacientes con VHC,
seguido de co-infeccion VHC/VIH, VHB y NASH.

. 2'® realizado sobre 2.068

Excepto en el estudio de 2011 de Boursier et a
pacientes y con los objetivos de evaluar la exactitud diagnostica de una
clasificacién de fibrosis detallada de dos test séricos (Fibrometer y Fibrotest), del
FibroScan® y la biopsia hepatica, hasta el momento, ninguno de los métodos no
invasivos pueden distinguir claramente entre los estadios intermedios de la fibrosis
219y en muy pocos de los estudios se informa de las caracteristicas de la biopsia

ni el tamano de la aguja.
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En la siguiente tabla (Fig. 19), se puede ver el resumen de las ventajas y

desventajas de la biopsia vs de los métodos no invasivos "2,

Biopsia hepatica Test no invasivos

Ventajas Medida directa de la fibrosis No invasivo

Sistema de estadiaje bien | Facil de repetir

establecido

Valoracion de las alteraciones de la | Potencialmente puede reflejar el

arquitectura hepatica estatus del higado entero
Evaluacion de lesiones asociadas Distingue rangos extremos de
fibrosis

No riesgo para el paciente

No contraindicaciones

Alto rendimiento para detectar

cirrosis (FibroScan®)

La combinaciéon aumenta la precision

diagnéstica
Desventajas Invasivo y doloroso. Medida indirecta
Complicaciones severas (0.03%) Fallo en el 5% de los casos
(FibroScan®)
Contraindicaciones (ascitis, | Disponibilidad limitada (FibroScan®)

coagulopatia...)

Dificil de repetir

Variabilidad de la muestra

Infraestadiaje de fibrosis en 20%

Fig. 19: Ventajas y desventajas de la biopsia vs test no invasivos.

D) Comparacién entre marcadores no invasivos.

Existen multiples estudios que comparan entre si diferentes marcadores no

invasivos 190, 194, 216, 220, 221

. En la comparacion de la precision diagnéstica de los
marcadores no invasivos (indirectos, directos, FibroScan® y combinaciones (p.e.,
FibroScan® + Fibrotest®), todos los test muestran un mejor rendimiento para el
diagndstico de cirrosis (AUROC 0.90-0.95) que para fibrosis significativa (AUROC
alrededor de 0.80), sin cambios significativos entre marcadores sencillos 0 mas
complejos. Sin embargo, el FibroScan® presenta un mejor rendimiento en el
diagnostico de cirrosis (AUROC alrededor de 0.97) y util para el diagnéstico de
hipertension portal . En general, la comparacion entre marcadores, es bastante
complicada. Muchos de ellos no han sido validados de forma externa; o bien,

existen variaciones con respecto al test de referencia (diferentes indices
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patolégicos de la biopsia, tamafios de biopsia no adecuados, variacion
interobservador...).

Bourliere et al 2%

, sobre 235 pacientes, comparé diferentes indices, siendo
los marcadores Fibrotest®, APRI y Forns los que presentan el mejor rendimiento
diagnéstico, presentando un algoritmo simple con el uso de estos marcadores.

Fig. 20.

‘ Valoracion de |a fibrosis hepatica ‘

l

Fibrotest

‘ Concordancia APRI y/o Forns ‘

81.3% 18.7%

Mo necesidad de biopsia

| Realizar biopsia

Fig. 20: Propuesta de algoritmo para pacientes con VHC. (Bourliere M, Penaranda G, Renou C,
et al. Validation and comparison of indexes for fibrosis and cirrhosis prediction in chronic
hepatitis C patients: proposal for a pragmatic approach classification without liver biopsies. J
Viral Hepat. 2006; 13(10):659-670.)

Sebastiani et al '

, en 2012 publicé un estudio donde se comparan 3
algoritmos diagnosticos que usan marcadores no invasivos para el diagndstico de
fibrosis significativa (F=2 de METAVIR) y cirrosis (F4 de METAVIR) sobre un total
de 1013 pacientes con VHC (genotipos del 1 al 6, y un 11.2% de pacientes con F4

segun la biopsia hepatica). Fig. 21.

Los algoritmos estudiados fueron el SAFE biopsy (APRI mas Fibrotest®),
Fibropaca (Fibrotest® mas APRI y/o Forns) y algoritmo Leroy (APRI mas
Fibrotest®), éste sélo para diagndstico de fibrosis significativa. Se comparé con

las biopsias hepaticas de los pacientes (METAVIR), con tamafo medio mayor de
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2 cm y contenido de al menos de 11 tractos portales, tal y como se recomienda
223

SAFE biopsy Fibropaca Leroy
Accuracy (%) 90.3 87.6 93.5
Sensibilidad (%) 100 85.5 89.6
Especificidad (%) 78.2 89.9 97.8
VPP (%) 83.7 90.5 89.6
VPN (%) 100 84.7 97.8
LR + 4.59 8.47 40.72
LR - 0 0.16 0.1
ObAUROC 0.9 0.88 0.94
AdjAUROC (DANA) 0.96 0.94 1
Biopsias ahorradas 43.8 51.7 29.2
Dinero ahorrado (€) 267 000 265 000 105 900

Fig. 21: Resultados de los tres algoritmos para fibrosis significativa. (Sebastiani G, Halfon P,
Castera L, et al. Comparison of three algorithms of non-invasive markers of fibrosis in chronic
hepatitis C. Aliment Pharmacol Ther. 2012;35(1):92-104.)

Los autores concluyen que tanto el algoritmo SAFE como el Fibropaca
tienen un rendimiento excelente. Para F=2, Fibropaca ahorra mayor numero de
biopsias que el algoritmo SAFE (51.7 vs 43.8%, p=0.0003), pero con una precisioén
mas baja (87.6% vs 90.3%, p=0.05). Para F4, la diferencia a la hora de ahorrar
biopsias entre SAFE y Fibropaca no es estadisticamente significativa, con una

precision mas alta para Fibropaca (91.2% vs 94%, p=0.02).

Usler et al 2" compard los resultados de nueve biomarcadores séricos no
invasivos con biopsias hepaticas para predecir el estadio de fibrosis hepatica, en
pacientes con VHC-genotipo 1 y sin tratamiento previo (n = 77 ). Se comparo el
recuento de plaquetas, la relacion AST / ALT (AAR), la puntuacion discriminante
cirrosis (CDS), FIB4, indice APRI, indice edad/plaquetas (AP), indice de cirrosis
Universidad de Goteborg (GUCI), FibroTest y ActiTest y se compararon con los
hallazgos histologicos. Todos los biomarcadores séricos, excepto AAR, estaban
débil o moderadamente correlacionado con los resultados de la biopsia hepatica
(Ishak). Las puntuaciones medias de FibroTest, FIB4 y APRI fueron
significativamente diferentes entre los grupos (FO-F2) y (F3-F4) y el VPN del grupo
F3-F4 fueron 95%, 85% y 85 %, respectivamente.
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El estudio sugiere que los biomarcadores séricos pueden ayudar a
diagnosticar la fibrosis significativa pero insuficiente para detectar fibrosis en las
primeras etapas, y aunque la biopsia hepatica sigue siendo el mejor estandar para
el diagnostico de la fibrosis hepatica, FibroTest, FIB4 y APRI puede utilizarse para

diagnosticar fibrosis significativa con > 80 % VPN.

1.6.3.- Técnicas de imagen

Las técnicas de imagen, incluyendo la ecografia clasica, la tomografia axial
computarizada y la resonancia magnética nuclear, se utilizan en la practica clinica para la
deteccién de la enfermedad avanzada del higado, bien directamente, mediante la
deteccién de cambios morfolégicos evidentes del higado cirrético, o indirectamente
mediante la deteccién de signos de hipertension portal. Berzigotti A et al ***, demostro
que la evaluacion de la superficie hepatica con la ECO era una técnica muy precisa para

el diagndstico de la cirrosis.

Sin embargo, la necesidad de identificar con precision menor grado de fibrosis
hepatica ha llevado al desarrollo de nuevas modalidades de imagen que tienen como

objetivo evaluar la fibrosis hepatica 22> 226 227. 228

, pero todos estos equipos son caros, lo
que es un inconveniente importante, y requiere de mucho tiempo para su aplicacion en la

practica clinica para la deteccién de fibrosis hepatica.

Las ventajas tedricas de estos métodos incluyen la capacidad de analizar
practicamente todo el higado y el de la aplicabilidad a pacientes con obesidad o ascitis,
excepto en el caso de la elastografia. Los estudios realizados han confirmado la
viabilidad de estas técnicas para la evaluacién cuantitativa de hepatica fibrosis 22% #2° 230
231,232 Un estudio prospectivo comparativo de 96 pacientes con enfermedad hepatica
crénica %', ha sugerido que la elastografia-RM tuvo un mejor exactitud diagnéstica que el

FibroScan® para el diagndstico de fibrosis significativa (AUROC 0,99 vs 0,84; p=0,05).
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1.

Ecografia hepatica

La ecografia doppler ha sido propuesta desde hace afios para evaluar
los cambios hemodinamicos de la cirrosis hepatica, usando para ello varios
parametros doppler en relacion con el flujo de la vena porta y la arteria
hepatica®® **.Sin embargo, el valor de la ecografia en el diagnéstico vy la
clasificacion de la hipertension portal y la disfuncion hepatica sigue siendo
limitado. Esto se explica al menos parcialmente por la relativamente alta

variabilidad intra e interobservador 2.

En la practica clinica, la ecografia se utiliza para predecir la presencia

de cirrosis, mediante signos de hipertension portal, y mediante otros signos,

236

como el tamafo hepatico (menor) =, el ratio de los Iébulos (hipertrofia

l6bulo izquierdo y caudado) ?*" %% textura ecografica *°, bordes hepaticos y
fundamentalmente para el cribaje de carcinoma hepatocelular. Sin embargo,
la precision diagndstica global de estos signos es baja y muy dependiente
del observador. De todos los signos, el mas preciso es el examen de los
bordes hepaticos y la presencia de nddulos de regeneracion (exactitud
diagndstica del 88-92%) 240241

Los signos descritos mas utiles mediante el ECO-doppler son

dilatacién de la vena porta (didmetro>13) #*?; cambio y reduccion de la

velocidad del flujo de la vena porta (méx.<20 cm/seg) ?**; aumento del indice

| 244.

de congestién porta ; presencia de circulacion colateral porto-sistémica

245. qumento de la impedancia intraparenquimal hepatica, de la arteria renal

233, 246, 247, 248

y esplénica , Yy reduccién de la impedancia de la arteria

mesentérica 2*°.

TC con contraste dinamico

Recientes estudios radioldégicos, muestran que el uso del TC con
contraste dinamico es util para evaluar de forma no invasiva la fibrosis
hepatica, basandose en modificaciones de Ila permeabilidad

250, 251, 252

microvascular , ya que en que en pacientes con cirrosis, la perfusion

hepatica esta disminuida .
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3.

4.

Elastografia por resonancia magnética (ERM)

La aplicacion de la elastografia por resonancia magnética utiliza un
método de resonancia magnética de contraste de fase modificado para
evaluar la propagacion de las ondas acusticas en el higado (excitacion
mecanica armonica), evaluando de esta manera la elasticidad hepatica. Las
ventajas incluyen el potencial para analizar todo el parénquima, asi como la

aplicabilidad para los pacientes con obesidad o ascitis 2**.

En un estudio que incluyd a 96 pacientes con hepatitis crénica por
VHC, el rendimiento discriminativo de MR- elastografia (ERM) fue
significativamente mejor que el FibroScan® para el diagndstico de fibrosis
significativa (F=2) con un AUROC 0,99 vs 0,84; p=0,05 ?*’. Sus limitaciones
para su uso generalizado en la practica clinica son el alto coste econdmico y

la necesidad de emplear demasiado tiempo en realizarla,

Ofra técnica es la RMN-angiografia (MR angiography), que permite
observar la medida del flujo sanguineo de la porta y de la azigos. De hecho,
la medida del flujo sanguineo de la azigos se ha correlacionado con la
presencia de varices esofagicas mediante endoscopia, y con el riesgo de

sangrado de las mismas 2*°.

ARFI (impulsos de fuerza de radiacién acustica)

La técnica de ARFI es una nueva técnica de diagnéstico basado en
ultrasonidos, que permite evaluar la fibrosis hepatica, mediante la evaluacion
de la rigidez hepatica, al evaluar la velocidad de propagacion de la onda
ecografica. EI ARFI se acopla al aparato de ultrasonido y permite la
evaluacién de la rigidez del higado en una regioén de interés que implica la
excitacion mecanica de tejido por el uso de pulsos acusticos de corta
duracion (menos de 1 milisegundo), mientras se realiza una ecografia
hepatica convencional en tiempo real **. Aunque el volumen de higado
explorado es menor que el de la elastografia (10 mm de largo x 6 mm de
ancho), una ventaja con respecto a ella, es la posibilidad de elegir el area

representativa de interés evitando grandes vasos y las costillas. Fig. 22
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AUROC Referencia
0.80 Linetal *
Test de laboratorio 0.76 Friedrich-Rust et al =’
(APRYI) 0.84 Leroy etal ">
0.87 Boursier et al >
0.96 Ferraioli et al >
Elastografia 0.90 Friedrich-Rust et al >
0.91 Friedrich-Rust et al =’
0.90 Lupsor et al >
ARFI 0.99 Fierbinteanu-
Braticevici et al 2*°

Fig. 22: Precision diagnéstica de los métodos no invasivos para identificar F=3. (D'Onofrio
M, Crosara S, De Robertis R, et al. Acoustic radiation force impulse of the liver. World J
Gastroenterol. 2013;19(30):4841-4849)

La precision diagnéstica de ARFI es comparable a la elastografia para
la cirrosis 2% 2°7. 260, 261, 262 o5 yn AUROC de 0,89 (frente a 0,80 para
elastografia, p= 0,09) de acuerdo con un estudio reciente %°® y superior para
la deteccion de fibrosis significativa con AUROC de 0.86 vs 0,78, p=0,024, y
fibrosis severa (F3- F4), con AUROC de 0,94 vs 0,83, p=0,02. Es importante
destacar que no se registraron casos de mediciones invalidas en el ARFI
frente a 6,5 % de los resultados poco fiables en pacientes sometidos a
elastografia (p=0,029). Otras ventajas, es que el ARFI no esta influenciado
por la esteatosis hepatica ?** y que puede ser facilmente incorporado en un
ecografo modificado. No obstante, son necesarios mas estudios de
validacién, que deberian incluir las variaciones inter e intra radidlogo, antes

de ser utilizado en la practica clinica habitual.

5. Elastografia. FibroScan®

A) Definicion

La elastografia transitoria (transient elastography, FibroScan®,
Echosens, Paris, Francia) permite evaluar de forma rapida y no invasiva el
grado de rigidez del parénquima hepatico y es el método mas extendido en
los ultimos anos. Se basa en un mecanismo que genera vibraciones y que
envia ondas de baja frecuencia (50 Mhz) y amplitud desde la pared toracica

hacia el higado que provoca una onda elastica de propagacion a través de
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los tejidos “®°. La velocidad con la que la onda se propaga a través del
parénquima hepatico es medida a través de un transductor de ultrasonidos:

a mayor rigidez, mayor velocidad.

La velocidad es la que se usa para calcular el grado de elasticidad del
parénquima hepatico (conocido como “stiffness), expresado en kilopascales
(kPa), y este grado de elasticidad se correlaciona con el grado de fibrosis. El
FibroScan® mide la fibrosis hepatica de un cilindro de aproximadamente 1
cm de diametro por 2 cm de longitud, el cual es 100 veces mayor que las
muestras obtenidas habitualmente para las biopsias hepaticas, y por tanto,

es mucho mas representativo de la totalidad del parénquima hepatico.

El resultado se expresa en Kilopascales (Kpa), y corresponde a la
media de 10 mediciones validas, con valores desde 2.5 hasta 75 Kpa **°,
con valores normales alrededor de 5 Kpa. Ademas, se trata de una técnica
rapida e indolora, lo cual es muy bien aceptada por el paciente. La imagen
que podemos ver es el elastograma, que es la representacion de la

propagacion de la onda elastica en tejido hepatico en funcién del tiempo.

En un reciente meta —analisis %’ de TE donde se incluyeron 40 estudios
siendo la biopsia hepatica el patrén de referencia, con un intervalo de tiempo
entre el FibroScan® y la biopsia hepatica <3 meses, concluyeron que el
FibroScan® podria ser utilizado como una buena prueba de deteccién para
la cirrosis, con 90 % de probabilidad de diagnéstico de cirrosis, pero soélo 78-
85 % a la hora de diagnosticar correctamente las etapas inferiores de la
fibrosis después de una medicién positiva 2" %% 29 A pesar de esta
reduccion de la precision para el diagndstico de la fibrosis en etapas
intermedia, el FibroScan® parece ser mas preciso que los biomarcadores
séricos en la prediccion de la cirrosis y el mas preciso para la deteccién

precoz de la cirrosis '*’.

La utilidad de la elastografia como método para cuantificar el grado de
fibrosis hepatica ha sido demostrada en pacientes con hepatopatia crénica
de diversas etiologias: infeccion por VHC, VHB, co-infeccion VIH-VHC,
enolismo, esteatohepatitis no alcohdlica, hemocromatosis, enfermedad

hepatica colestasica 20 270 271 272,273, 274,275,276 'Eq imnortante destacar que la
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influencia de los aumentos en los niveles de transaminasas se debe

considerar al interpretar los resultados de TE ?”. Fig. 23

No Estadiaje Grado de fibrosis (KPa)
Autor Eticlogia . de
pacientes fibrosis F22 F24
Nitta VHC 165 | New 7 088 | 121 0.9
nuyama
Sandrin WVHC 106 Metavir 76 (.88 0.99
Mew 7.8 34
Salto VHC 7 Inuyama (media) (media)
Castera WHC 183 Metavir i1 0.83 12.5 0.95
Ziol WHC 327 Metavir 8.8 0.79 146 0.97
YWHC con )
Coletta ALT normal 40 Metawvir 8.74
Ledinghen | VIHVHC 72 Metavir 45 |om2 | T | ogr
%a””.e' Varias 1007 Metavir 14.6 0.95
alre
Foucher “anas 711 Metawvir 72 0.8 176 0.96
Corpechot | CBP vy CE 101 Metavir 73 0.92 17.3 0.96
Esteatosis
Yoneda no 67 Brunt 6.65 0.8 17.0 0.99
alcohdlica _
Marcellin VHB 170 Metavir e 7 081 | 103 | 092
Ishak
Rigamonti 95 Metavir 79 0.85 12 0.9
Carion | - 1> 124 Scheuer 85 | 09 | 125 | 098
rasplante
Coco WVHE y VHC 228 Metavir 8.3 0.93 14 0.96
Franguelli | VHB v WVHC 200 Metavir 7.9 (.86 11.9 0.9

Fig. 23: Resumen de los diferentes puntos de corte para el diagnéstico de cirrosis y fibrosis
significativa, en diferentes estudios y etiologias.

Las limitaciones del FibroScan® en la practica clinica son la dificultad de
su realizacién en pacientes obesos, con tendencia a la sobreestimacion,

dado el aumento de ratio de esteatosis **> **'

. Recientemente, una nueva
sonda XL, ha demostrado que aumenta la exactitud de diagnoéstico en
pacientes obesos ?’® Otras limitaciones son los pacientes con espacios
intercostales estrechos o en pacientes con ascitis, la variabilidad inter e intra
observador también influyen en las medidas, el grado de esteatosis hepatica
y los picos de ALT (sobre todo en las reactivaciones de la hepatitis por

VHB), los cuales influyen en el grado de elasticidad #’*. La lesién hepatica

277, 278, 279 280, 281

aguda , la insuficiencia cardiaca congestiva asi como una
medicién posprandial puede estar asociada con una sobreestimacion de la
rigidez del higado. No obstante, la elastografria hepatica transitoria es una
técnica reproducible con unicamente un coeficiente de variabilidad del 3%

no dependiente del operador 2%° 282 283,
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B) Puntos de corte

Se han propuestos diversos puntos de corte para intentar identificar a

los pacientes con fibrosis leve, moderada y cirrosis hepatica. Tres meta-
analisis han intentado abordar la cuestién del rendimiento del FibroScan®
y los puntos de corte mas adecuados % %% 28° En el estudio de Friedrich-
Rust, basado en 50 estudios, la media del AUROC fue de 0.84 (95% de IC,
0.82-0.86) para el diagnéstico de fibrosis significativa, con un cut-off de 7.6
Kpa; y 0.94 (95% de IC, 0.93-0.95) para el diagnéstico de cirrosis, con cut-
off de 13.0 Kpa. Ademas, parece que el FibroScan® es un buen método
para diagnosticar cirrosis (VPP 74% y VPN 96%).

Varios grupos han publicado estudios en los que se compara la biopsia
hepatica con los valores de FibroScan®, y de esta manera presentar los
mejores cut-off para el diagndstico de los estadios de fibrosis. En un
estudio multicéntrico con 494 pacientes VHC, evaluados con FibroScan® y
biopsia en la misma sesion. Se encontré correlacion estadisticamente
significativa entre las mediciones de stifness y la fibrosis histoldgica, con
AUROC para F=2 de 0.84, F=3 de 0.93 y F=4 de 0.96. El cut-off de 7.5 Kpa
diferencia FOF1 vs F2F3F4 con S 67%, S de 87% y accuracy 76% 2°.

C) FibroScan® vs biopsia hepatica

Algo mas de 40 estudios comparan el FibroScan® con la biopsia
hepatica, con un total de mas de 8.000 pacientes 2% 2% 271 272. 287 qgonde |a
mayoria de los pacientes tenian grados de fibrosis F2, F3 y F4 (METAVIR),
y con un cut-off entre 7-8 kPa; en la mayoria de los estudios, la sensibilidad
fue del 70% y especificidad del 85%. Un 15% de los pacientes sin signos de
fibrosis significativa en la biopsia, pero con stiffness compatibles con fibrosis
significativa se orienta en muchos casos como secundarios a falsos

negativos de la biopsia.

En cuanto al diagndstico de cirrosis, aproximadamente el 20-60% de los
pacientes de los estudios anteriormente citados mediante biopsia hepatica
(F4 de METAVIR), con un cut-off entre 14-15 Kpa, la sensibilidad es del 80%

y la especificidad es del 95%. El 5% de los pacientes sin cirrosis por biopsia
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hepatica pero con valores de cirrosis por FibroScan®, se considera como

falsos negativos de la biopsia.

Ademas, existe una diferencia econémica. Se calcula que el coste de la
biopsia hepatica es de aprox. 300-500 €, mientras que la realizacion de una
elastografia es de 100-150 €, con un precio por aparato de aprox. 60.000 €,
al que hay que anadir el derivado del mantenimiento anual de la sonda,
aprox. 2.000 €/afo, por lo que se son necesarias unas 200 exploraciones

para amortizar la inversion inicial 2%,

D) FibroScan® vs marcadores serologicos. Algoritmos de decision _con

FibroScan® y marcadores seroldégicos no invasivos

El FibroScan® tiene algunass ventajas con respecto a los marcadores
seroldgicos, como que no se altera por desoérdenes intercurrentes, como el
sindrome de Gilbert o la hemolisis. Para intentar aumentar la precisién
diagnostica, varios estudios han valorado diferentes combinaciones de

FibroScan® con marcadores seroldgicos 20" 204 289290,

En un estudio de Castera et al > con 183 pacientes con VHC, donde se
compara el FibroScan® con FibroTest®, APRI y la biopsia hepatica, todo
ello realizado el mismo dia, el rendimiento diagnéstico del FibroScan® fue
similar al FibroTest® y APRI. Sin embargo, la combinacién de FibroScan® y
FibroTest®, aumenta el rendimiento diagnéstico para fibrosis significativa
(2F2) (AUROC 0.88) y cirrosis (AUROC 0.95); el beneficio de la combinacion
fue mas evidente para el diagnostico de =F3 y F4, pero no tanto para =F2.
Usando el algoritmo propuesto (Fig. 24), la biopsia hepatica se podria haber

ahorrado en el 75% de los pacientes.
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Fig. 24: Algoritmo de practica clinica combinando FibroScan® y FibroTest® (Adaptado de Castera L,
Vergniol J, Foucher J, et al. Prospective comparison of transient elastography, Fibrotest, APRI, and
liver biopsy for the assessment of fibrosis in chronic hepatitis C. Gastroenterology. 2005;128(2):343-

Boursier et al combinaron Fibrometer® con Fibroscan®, con precision

diagndstica del 91.9% para clasificar el estadio de fibrosis 2°" %%

En un estudio de Carlson et al >, se compara el coste-efectividad entre
varios test y la biopsia hepatica: Fibrosure Test, Fibrospect Il, FibroScan (los
resultados son sobre cada exploracion, sin incluir el gasto inicial del aparato)

y biopsia hepatica, con los siguientes resultados ?°* ?**, Fig. 25.



Introduccion

Precision diagnéstica (%)

Biopsia hepatica 1569 $ Wong et al 100%
Comunicacion de
Fibrosure Test Labcorp 86%
269 $
(Enero-2006)
Fibrospect Il 438 $ Botts et al 74%
FibroScan 164 $ CEDIT 82%

Fig. 25: Resultado del coste de biopsia, Fibrosure Test, Fibrospect Il y FibroScan

1.7.- EVOLUCION EN EL TIEMPO.

Una gran ventaja de los indices no invasivos es su facil reproductibilidad y
comparacion en el tiempo, y de esta manera, la evaluacion longitudinal de la fibrosis
hepatica podria ayudar en la practica clinica a la hora de determinar la evolucién de la
fibrosis. Asi mismo, también se podria medir mediante los métodos no invasivos, de
forma sencilla, el efecto sobre la fibrosis hepatica del uso de la terapia antiviral, sin coste
economico elevado ni el rechazo por parte del paciente, como puede ocurrir con la

biopsia.

Los datos aun son limitados y practicamente dirigidos hacia la hepatitis por VHC,
donde el uso de marcadores no invasivos parece detectar mejoras de fibrosis en los
pacientes tratados con éxito 2°°. Se ha demostrado que los marcadores séricos indirectos
(Forns, FibroTest, FIB-4, Fibrometer y APRI), o directos, como el FibroScan®, muestran
un descenso en sus valores tras el aclaramiento viral post-tratamiento, y que esto se
correlaciona con la disminucion del nivel de fibrosis, lo que también se observa en los no-

respondedores a tratamiento antiviral, aunque de forma menos marcada 2% 27 29. 299, 300,

301, 302, 303, 304, 305, 306, 307

Las mediciones longitudinales en el tiempo de los indices no invasivos pueden ser

empleadas para realizar controles eficaces de la evolucion de la fibrosis, siendo cada
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paciente su propio control (con la medicidn inicial), comparando bien la mejora, el

deterioro o la estabilizacion.

Otra area en estudio es la capacidad potencial de los métodos no invasivos para
identificar a los pacientes en riesgo de progresion de la enfermedad y por lo tanto para
predecir eventos clinicos. En un estudio que incluyé 165 pacientes con cirrosis, los
valores de la rigidez del higado < 19 Kpa fueron predictivos de la ausencia de varices
grandes °°®, mientras que en un estudio de seguimiento con 866 pacientes VHC positivos,
la probabilidad acumulada en 3 afios de desarrollar carcinoma hepatocelular fue de 0,4 %
en los pacientes con valores iniciales de TE < 10 kPa frente a 38 % en aquellos con

mediciones de la rigidez hepatica > 25 kPa **°.

En un estudio multicéntrico con 600 pacientes con cirrosis, la combinacién del
indice Lok y el indice de Forns fue eficiente para excluir (VPN > 90 %) la presencia de
varices esofagicas clinicamente relevantes (definido como varices grandes o pequenas
varices con marcas rojas o Child C) que permite evitar el 33 % de las endoscopias del

tracto gastrointestinal superior 3'°.

En una cohorte de 1.457 pacientes con hepatitis cronica por VHC **, el aumento
de los valores de FibroScan® y Fibrotest® mostraban una buena prediccién de la

supervivencia a los 5 afos.

Las principales limitaciones para medir la progresion de la fibrosis es que se
precisa de estudios de largo tiempo de seguimiento "' dada la historia natural de la
hepatitis C y de que la progresion de la fibrosis no es lineal, como ya se ha explicado

previamente.

Un meta-andlisis de Thein H. et al ™, realizd una revisidn de los estudios
pronosticos publicados de pacientes con VHC (+) diagnosticados por métodos
serolégicos y que cumplian con otros requisitos: informacién sobre la edad de la primera
valoracion de la enfermedad hepatica o la edad de infeccion, la duracion de la infecciéon y
datos histolégicos de la fibrosis o bien, datos clinicos de evolucién a cirrosis. Se
analizaron un total de 111 estudios (N pacientes=33121), y se analizé la probabilidad
anual de cambio en el estadio de fibrosis, medido por el indice METAVIR, y empleando
para ello el método de estimacion Markov (Markov maximun likelihood estimation,
MMLE).
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Las probabilidades de transicion entre estadios de fibrosis (IC de 95%), en todos

los estudios de forma global, fue de:

- DeFO0—F1de0.117
- DeF1—-F2de 0.085
- DeF2—-F3de0.120
- DeF3—F4de0.116

Estos valores no variaron de forma estadisticamente significativa tras ajustar por
co-variantes (tipo de estudio, tipos de poblaciones, sexo, genotipo...). Sdélo la duracién de
la infeccién fue el factor estadisticamente significativo asociado con la progresion de la
fibrosis, en todos los grados de fibrosis. Basandose en los datos obtenidos, los autores
establecieron modelos de ecuaciones de regresion para cada etapa de fibrosis, las cuales
se podrian utilizar para calcular las tasas de progresion y el riesgo de cirrosis de una

cohorte de pacientes o un individuo, en cada estadio de fibrosis. Fig. 26.

Stage Regression Equations Value Range of Factors in the Equation
FO to F1 exp[—2.0124 — (0.07589 X duration) + (0.3247 X design) + Duration of HCV infection (years).
(0.5063 x male proportion) + (0.4839 X genotype 1 proportion)] Study design: cross-sectional/retrospective = 1;
retrospective-prospective = 0.
F1to F2 exp[—1.5387 — (0.06146 X duration) + (0.8001 X excess alcohol Male proportion: O to 1.
proportion)] Genotype 1 proportion: 0 to 1.
F2t0 F3 exp[—1.6038 + (0.0172 X age at HCV) — (0.05939 X duration) + Age at HCV acquisition (years).
(0.4539 X excess alcohol proportion)] Excess alcohol proportion: O to 1.

Risk of HCV acquisition: IDU proportion, 0 to 1;
blood transfusion proportion, 0 to 1.
F3to F4 exp[—2.2898 + (0.01689 X age at HCV) — (0.03694 X duration)
+ (0.5963 x IDU proportion) + (1.1682 * blood transfusion
proportion) — (0.4652 X genotype 1 proportion)]

Fig. 26: Estimacion del riesgo de cirrosis en pacientes con infecciéon por VHC. (Thein HH, Yi Q, Dore GJ, Krahn MD.
Estimation of stage-specific fibrosis progression rates in chronic hepatitis C virus infection: a meta-analysis and
meta-regression. Hepatology. 2008;48(2):418-431.)

Abreviaciones: exp, exponential function; HCV, hepatitis C virus; IDU, adictos a drogas por via parenteral

Los marcadores séricos se han desarrollado y calibrado usando como referencia
directa un conjunto de biopsias hepaticas, por lo tanto, el marcador sérico perfecto seria
el que fuera capaz de replicar el estandar histologico oro y tedricamente, de esta manera,
deberia ser capaz de llegar a un AUC de 1 *'"*'2, Como AUC no refleja la precision de
una prueba diagndstica (accuracy), ya que solo evalua la discriminaciéon en comparacion
con el gold standardd, y dado que el VPP, el VPN vy las probabilidades pre y post test

varian en funcion de la prevalencia de la enfermedad y el contexto clinico en que se
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utiliza la prueba, es importante usar estos datos a la hora de emplear los métodos

diagnésticos.

1.7.1.-Fibrosis progression ratio (PFR) o tasa de progresion de la fibrosis (FPR)

Dado que el conocimiento de la etapa de la fibrosis es importante, también lo es la
posibilidad de evaluar la velocidad de la progresion de la fibrosis. Se ha observado que la
tasa de progresion de la fibrosis (FPR) no se distribuye normalmente (mediana de 0.133
METAVIR grado/afio, y media de 0,252 grado/afo, IC 95% (0.125-0.143 95 %), sino mas
bien se trata de una distribucion asimétrica. Esta distribucion sugirié la presencia de al
menos tres poblaciones: una poblacién de "progresores (fibrosers) rapidos", otra de
“progresores intermedios” y otra de “progresores lentos”. Por lo tanto, el calculo de una
media (0 mediana) de la tasa de progresion de la fibrosis por afo y de un tiempo medio
de espera a la cirrosis no significa que la progresion a cirrosis sea universal e inevitable.
La duracion media estimada de la infeccién para la progresion a cirrosis fue de 30 anos,
que oscilan entre los 13 anos en los hombres infectados después de la edad de 40, a 42

afios en las mujeres que no beben alcohol y se infectaron antes de cumplir los 40 3.

Las limitaciones de cualquier estimacién de la fibrosis incluyen la dificultad en la
obtencion de biopsias hepaticas pareadas, la necesidad de un gran numero de pacientes
para lograr la potencia estadistica adecuada, y la variabilidad de la muestra en la
distribucion de la fibrosis. Incluso en los ensayos aleatorios publicados, menos de 50% de
los pacientes incluidos se someten a una segunda biopsia tras finalizar el tratamiento
antiviral. Ademas, debido a que el tiempo transcurrido entre las biopsias es relativamente
corto (entre 12 y 24 meses), el numero de eventos (transicion de una etapa a otra) es
raro. Por lo tanto, las comparaciones entre las tasas de progresion de fibrosis requieren

un tamafo de muestra grande para observar diferencias significativas.

La evaluacion de la progresion de la fibrosis en el tiempo se puede lograr por

diferentes métodos. La tasa de progresion de la fibrosis observada (tasa directa) se

define como la relacién de la diferencia en estadios de fibrosis entre dos biopsias,
expresados en unidades METAVIR, y el intervalo entre las dos biopsias en afos. Por
ejemplo, para un paciente con fibrosis etapa 2 en la primera biopsia y la etapa 3 en la
segunda biopsia realizada 2 anos mas tarde, la tasa de progresién de la fibrosis es de

0.500 unidades de fibrosis por afio. La ventaja de esta evaluacion es que se conoce la
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duracién exacta. Las limitaciones son que el intervalo entre las biopsias es mas bien corto
(media, 20 meses) en comparacion con el tiempo medio para la transicion entre los
estadios de fibrosis (7 afios) y que hay un riesgo de errores de toma de muestras y la

interpretacion de las dos biopsias.

La tasa de progresion de la fibrosis anual (FPR) es una tasa indirecta, que se

determina por la relacién de la etapa de la fibrosis (medida mediante METAVIR) vy la
duracién estimada de infeccion en afos. Los resultados se presentan como unidades de
fibrosis por ano. Por ejemplo, para un paciente con fibrosis etapa F2 y duracién de la
infeccién estimada de 15 afos, el FPR seria de 2/15 = 0,133 unidades de fibrosis por
afno. La tasa de progresion de fibrosis significativa (significant fibrosis progression -SFP-)
se define como = 2 aumento etapa de fibrosis durante el seguimiento, o por > 30% de
aumento en la rigidez del higado en pacientes con fibrosis de base F3-F4. A la inversa,
regresion significativa de la fibrosis hepatica se define como un cambio de la fibrosis base
(METAVIR) con disminucién de 22 disminucion de la fibrosis, o por reduccion de > 30%

en la rigidez del higado en pacientes que mantenian en F3-F4 ”’.

En este modelo se supone que el paciente no tiene la fibrosis el dia de la infeccion
(etapa FO) y que la tasa de progresién de la fibrosis es constante. Las ventajas de esta
evaluacién son la mayor duracién (media, 16 afos) y la ausencia de la variabilidad en la
infeccién si el supuesto de FO es correcto. Las limitaciones son que la duracion de la
infeccién puede ser desconocido y, aun cuando se conoce, sigue siendo una estimacion:
por ejemplo, se supone que la primera transfusiéon o la primera inyeccion de drogas por
via intravenosa fue la verdadera fecha de la infeccion, pero también es posible que
algunos pacientes que ya tengan algun grado de fibrosis en el dia de la infeccion, por

ejemplo, debido al alcohol.

La evaluacion no cuantitativa de la progresion de la fibrosis se puede obtener de
forma mas simple como el porcentaje de pacientes que empeoran, mejoran o no cambiar

su estado entre dos biopsias, siendo ésta la_probabilidad de transicion de estadio a

estadio. La ventaja de esta evaluacion es la simplicidad. La desventaja es que no tiene en
cuenta el periodo de observaciéon y la falta de poder discriminante sobre duraciones

cortas entre las biopsias.

93



El uso de estas probabilidades se emplea en el modelo Markov, y son expresadas
por unidades de tiempo. Este modelo es posible al tener en cuenta la edad y el sexo, los

cuales influyen en la progresion de la fibrosis *'*.

1.7.2.-Marcadores séricos como herramientas de sequimiento de la fibrosis

hepatica

Existen algunos estudios en los que se ha valorado los indices no invasivos como
predictores de evolucion de la fibrosis hepatica, tanto en pacientes tratados como no
tratados, monoinfectados como en co-infectados por VHC-VIH. Los primeros estudios se
dirigen hacia marcadores no invasivos directos (ac. hialurénico, colageno, etc.) en unién
0 no con otros marcadores indirectos (ALT, sexo, edad, GGT), y en afios posteriores, los
estudios se centran mas en marcadores indirectos, como los niveles de ALT en
combinacion con el recuento de plaquetas, clinica, o cambios en AST/ALT, o bien,

marcadores indirectos junto con el FibroScan®, todos ellos, con biopsias pareadas o no.

Guechor J et al *"° demostré como los niveles de ac. hialurénico estan
correlacionados con el grado de fibrosis hepatica. En otro estudio con 486 pacientes '
se encontré que los niveles de ac. hialurdnico < 60 pg/L tenian 99% de precision a la hora

de predecir ausencia de cirrosis pero con un VPP del 30%

En 2001 se publican otros estudios al respecto. En el primero 3" donde se
comparaban los niveles de ALT, &cido hialurénico, colageno VIl y fibrosis (METAVIR) en
118 pacientes tratados con IFN y que habian curado (RNA negativo) o no (RNA positivo),
normalizando los niveles de ALT y disminuyendo los niveles de ac. hialurénico y colageno

VIl en los pacientes RNA-negativo.

En el estudio de Leroy et al *'® se valoraron los cambios histoldgicos con biopsias
al inicio y al afo, los niveles de procolageno tipo Il y ac. hialurénico durante un afio en
183 pacientes no respondedores tras tratamiento con IFN alfa, sin que hubieran cambios
entre los valores iniciales y de control, tanto de la biopsia como de los marcadores
serologicos.

[ 319

Poynard et a en 2002, compararon biopsias, niveles de ac. hialurénico y el

FibroTest (a2- macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, GGT y BT, ajustados
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por edad y sexo), al inicio del tratamiento, al final del mismo y a la semana 72 en 165
pacientes tratados con IFN alfa. Detectaron una disminucion significativa entre el valor del
indice predictivo al inicio y en la semana 72 entre los pacientes con respuesta viral
sostenida (RVS) comparado con los no respondedores y los que recayeron, pero sin

cambios significativos en el nivel del ac. hialurénico.

En 2009, Vergniol et al *® publicaron un estudio realizado entre 2003 y 2006 con
416 pacientes no tratados. Los pacientes fueron divididos en dos grupos sobre la base de
la evaluacién de la fibrosis mediante indices no invasivos: Grupo A (N=112), que si
precisan de tratamiento (FibroScan> 7,1 kPa y / o una indicacién de consenso para
tratamiento - todos los genotipos 2 y 3 pacientes, genotipo 1 en pacientes con fibrosis
significativa -); y Grupo B, que no requieren de tratamiento. Los pacientes del grupo A
tenian evaluaciones mediante FibroScan® y FibroTest® al inicio del estudio, al final del
tratamiento y 6 meses después del final de tratamiento. Los pacientes del grupo B las
tenian al inicio del estudio, 1 y 2 afios mas tarde. Los datos mostraban, que en el grupo
A, los valores de FibroScan® y FibroTest® fueron significativamente mayores antes y
después del tratamiento, comparado con el grupo B al inicio del estudio y después de 1
afio. Sin embargo, no hubo diferencia significativa entre el grupo A y el grupo B al final del
seguimiento. Los valores FibroScan® y FibroTest® mejoraron en todos los pacientes

tratados, cualquiera que sea la respuesta viroldgica.

Los autores concluyen que cualquiera que sea la respuesta viroldgica, el
tratamiento para la infeccion por VHC se asocia con una mejora de los valores
FibroScan® y FibroTest®, aunque se necesitan mas estudios para comparar estos
métodos no invasivos con biopsia hepatica, y que estos métodos no invasivos serian
Utiles para evaluar la eficacia del tratamiento en los ensayos clinicos de nuevos

tratamientos.

En 2009, Halfon et al *® publicaron un estudio para evaluar el efecto del
tratamiento antiviral sobre diversos marcadores no invasivos, FibroTest®, indice Forns,
APRI, SHASTA, FIB-4, HepaScore®® y Fibrometer®, en 114 pacientes VIH-VHC al inicio

del tratamiento y a los 6 meses de finalizar el tratamiento de 48 semanas.
Para ello, se realizé6 una biopsia basal (pre-tratamiento) junto con las muestras

séricas para realizar los indices no invasivos, y a todos los pacientes, incluidos los que en

la biopsia basal tenian F4, se les realizd una nueva biopsia de control e indices
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predictivos en la semana 72. Los pacientes fueron tratados con IFN o con IFNp. A la
semana 72 (24 semanas después de finalizado el tratamiento), todos los indices excepto
el HepaScore®®, mostraban una disminucion significativa en los pacientes con RVS
(p<0.01), y los pacientes sin RVS tenian valores mas elevados, pero también mostraban

una disminucion en los indices.

En cuanto a la biopsia, el 43% de los pacientes (pacientes con RVS y pacientes
sin RVS) no presentaban cambios entre la biopsia basal y la biopsia a las 72 semanas,
aunque si que existia una diferencia estadisticamente significativa en los estadios de
actividad necroinflmatoria entre la biopsia basal ya la semana 72 al comparar los
pacientes RVS vs no-RVS. La explicacion que dieron fue que probablemente esto se
debia a que los indices predictivos son mas sensibles que la biopsia para detectar
pequefios cambios, y menos especificos, valorando finalmente, que los indices
predictivos son herramientas rentables y utiles para detectar cambios en la fibrosis
hepatica incluso a las 6 semanas de finalizar el tratamiento, cuando la biopsia hepatica

no es capaz de hacerlo.

Anastasiou J. et al **° publicaron un estudio en el que se comparé el FibroTest®
con el FibroScan® y con la biopsia hepatica, en pacientes con VHC, VHB, hepatitis
alcohdlica, hepatitis autoinmune y esteatosis no alcohdlica, con un total de 66 pacientes,
con un AUROC similar entre FibroTest® y FibroScan® para detectar F22 (METAVIR) en

todos los grupos de pacientes.

En un estudio del grupo del grupo HALT-C %', con 462 pacientes no tratados, se
realizé una biopsia hepatica (indice Ishak) al inicio, al segundo y al cuarto ano de
seguimiento. Asi mismo, se determinaron marcadores directos (ac. hialurénico,
procolageno tipo lll, inhibidor de la metaloproteinasa — 1 tisular 6 IMP-1, y el YKL-40) al
inicio y anualmente. Todos los marcadores basales estaban asociados con progresion de
la fibrosis y con el desarrollo de complicaciones secundarias a CH. En el estudio de Valva

P. et al *** en 2011 sobre adultos y nifios se llega a resultados similares.

Martinez S.M. et al ** publicaron un estudio para validar y comparar los indices
Forns, APRI, FIB-4 y ELF en la prediccion de fibrosis severa y sobre su viabilidad como
predictores de cambio en la fibrosis en pacientes tratados (N= 340 inicial y N=161 a las
21 semanas post- tratamiento), usando como “gold standard” la biopsia hepatica basal

(indice METAVIR) Los cuatro indices mostraron una precisién diagndstica muy similar
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para fibrosis significativa (AUROC de 0.83, 0.83, 0.85 y 0.81, respectivamente). Para
identificar cirrosis, el indice FIB-4 (AUROC 0.89) mostré una clara ventaja con respecto al
APRI y ELF. En cuanto a los cambios post- tratamiento, se demostré que el indice ELF
presentaba un descenso significativo en pacientes con RVS (p<0.0001) pero permanecia
sin cambios en los no respondedores. En este estudio no se compararon los valores de

los indices no invasivo con una biopsia de control.

Vergniol J et al ** publicaron un interesante estudio con 1457 pacientes mono y
co-infectados con VIH, a los que controlaron durante 5 afios (cada 6 6 12 meses) con
biopsia hepatica (METAVIR), FibroScan®, FibroTest®, APRI y FIB-4. Se comprobé que la
supervivencia estaba significativamente disminuida entre los pacientes diagnosticados de
fibrosis severa, independientemente del método no invasivo empleado, siendo el
FibroTest® y el FibroScan® los que mejor la predecian. Ambos test tenian una precision
diagnéstica similar (AUROC 0.861 y 0.876, respectivamente), pero mayor que los otros
test, FIB-4 con AUROC 0.833 y APRI con AUROC 0.814.

Crisan D et al **® se estudiaron 224 pacientes con hepatitis cronica con genotipo 1
entre 2008 y 2010, con un seguimiento hasta la semana 24 post-tratamiento en aquellos
que lo realizaron. Todos tenian una biopsia basal (METAVIR) y con los indices APRI,
HAPRI, indice Forns, indice Lok, indice Bonneini y FibroScan®, los cuales también se
usaron para el seguimiento, pero sin biopsia de control. Para predecir fibrosis
significativa, los indices con mejor AUROC fueron el indice Forns (AUROC 0.815) vy el
FibroScan® (AUROC 0.860). Para diagnostico de cirrosis, la mayor precisién diagnédstica
la tenia el indice Forns (AUROC 0.877), HAPRI (AUROC 0.887) y FibroScan® (AUROC
0.884). También valoraron el coeficiente de correlacion entre los métodos no invasivo con
la biopsia, con una correlacion de Spearman >0.6 en todos los métodos, siendo el mejor
para el indice Forns (r=0.796) seguido del indice HAPRI (r=0.744).

Por otro lado, se valoraron los métodos no invasivos de forma basal y en el
seguimiento (a las 24 semanas del fin del tratamiento de aquellos que fueron tratados) en
funcién de si los pacientes fueron tratados (y si alcanzaron RVS) o no tratados. Los
indices APRI, HAPRI y Bonacini mostraron un descenso estadisticamente significativo en
el grupo tratado, independientemente de la respuesta viral, mientras que en los pacientes
no tratados, los valores aumentaban. El indice Forns mostraba un comportamiento
similar, pero sin ser estadisticamente significativo entre los pacientes con RVS o no

respondedores. En cuanto al FibroScan®, los valores disminuian en los pacientes con
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RVS pero sin cambios en los pacientes no respondedores ni en los que no recibieron
tratamiento.

Vergniol J et al **

valor6 durante 3 afos el valor pronéstico de los indices APRI,
FIB-4 y medida de la rigidez hepatica mediante elastografia, con una medicion basal y
otra al final del periodo de seguimiento (delta: valor seguimiento-valor basal/duracion) en
1025 pacientes Entre FIB-4 y la elastografia no habia diferencias estadisticamente
significativas en la exactitud pronostica, mientras que el FIB-4 era mas fiable que el indice
APRI. Aquéllos con elastografia basal <7 KPa, con RVS o sin aumento de los valores de
la elastografia (< 1 KPa/afo), mostraban un prondstico excelente en cuanto a la
supervivencia. Se comprobd que el FIB-4 basal y delta también identificaban los
subgrupos de pacientes con diferente prondstico de supervivencia. Por lo cual, concluyen
que la evolucion de las pruebas no invasivas de fibrosis hepatica tienen un importante
valor pronéstico en pacientes con hepatitis C, con lo que aconsejan su uso para controlar

los pacientes y predecir su evolucion.

1.8.-TRATAMIENTO DE VHC

Actualmente, el tratamiento antiviral para la hepatitis crénica por virus C esta
establecido por diferentes guias ** 3% 327 Hasta hace 3 afios, el tratamiento incluia
exclusivamente interferon pegilado alfa 2a o 2b (IFNp) y ribavirina (RBV) durante un
periodo que oscilaba entre 12, 24 6 48 semanas, segun los casos y los genotipos, pero
con tasas de curacion que en caso del genotipo 1, alcanzaban menos del 50%,
dependiendo de factores como el genotipo viral, el peso, el sexo, la presencia de fibrosis
en la biopsia y el gen ILB28 rs12979860 % 32°. En 2011, ademas, se combinaron con la

primera generacion de inhibidores de la proteasa NS3/42 (telaprevir y boceprevir).

Conseguir la RVS, lo que es equivalente a curacién, con tratamiento antiviral,
cambia de forma radical la historia natural de la hepatitis cronica C. Los beneficios a largo
plazo de la RVS son evidentes, y se ha demostrado que va seguida de mejoria de las
lesiones histolégicas hepaticas, incluyendo el estadio de fibrosis, como se demostré en
un estudio con 1509 pacientes de tres ensayos controlados aleatorizados en los que se

realizé biopsia hepatica antes y después de la terapia combinada **% 3%°_ Algunas
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comunicaciones sugieren que incluso los sujetos con grado avanzado de enfermedad
hepatica que logran erradicar la infeccién experimentan una mejoria en los parametros de
funcién hepatica **°, lo que a largo plazo se traduce en una disminucion del nimero de
cancer hepatocelular y una reduccién de la mortalidad de causa hepatica **,
disminuyendo también morbimortalidad asociada a las complicaciones extrahepaticas de

la infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC).

En la actualidad, la llegada de los farmacos antivirales de accion directa frente al
VHC (AAD) ha generado la posibilidad real de curar a la mayor parte de los pacientes con
hepatitis cronica C. En los ultimos afos se han desarrollado multitud de farmacos
antivirales, con diferentes objetivos de accién sobre el mecanismo de accion del VHC al
infectar la célula hepatocitaria **2. Actualmente, las enzimas virales NS3/4A proteasa y la
NS5B polimerasa, son las moléculas mejor estudiadas en la creacién de nuevos
farmacos. Ofras enzimas virales que se han estudiado como posibles targets para la
curacion de la hepatitis por VHC, como la helicasa, la NS2 proteasa y la NS5A, cuyo
problema principal era que se observo la aparicién de resistencias, se ha resuelto con la
combinacion de varios farmacos, y desde hace pocos meses estan en nuestro arsenal

terapéutico.

Los primeros antivirales de accién directa que salieron al mercado fueron los

334 Entre los

inhibidores de la N3 y la NS4A, el Telaprevir *** y el Boceprevir
medicamentos comercializados recientemente *** se encuentra el Sofosbuvir (GS-7977)
(Sovaldi®) **¢, el Simeprevir (TMC 435350) (Olysio®) **® **° e| Daclatasvir (BMS 790052)
(Daklinza®) 3*°, Sofosbuvir/Ledipasvir (GS 5885) (Harvoni®) *" **2, Ombitasvir/Parietavir
(Viekirax®) ***, Dasasuvir (ABT 333) (Exviera®) combinados con o sin ribavirina. Si bien
los medicamentos no han sido comparados entre si, todos ellos tiene tasas de curacion
superiores al 85% incluso en aquellos pacientes con predictores negativos de respuesta
(cirrosis descompensada, respondedores nulos a terapias con combinaciones con
interferdn, etc.). Sin embargo, el alto coste de estos farmacos junto con la naturaleza
lentamente progresiva de la infeccion por VHC, ha llevado a crear guias clinicas para
priorizar los pacientes candidatos a tratamiento, en qué momento iniciar el tratamiento y
qué combinaciones usar %> 32%:327  Actualmente en nuestro pais, estos agentes antivirales
de accion directa no se recomiendan a los pacientes con fibrosis FO-F1 y sin
enfermedades extrahepaticas asociadas a VHC (vasculitis linfocitica asociada a

crioglobulinemia asociada a VHC, nefropatia por inmunocoplejos y linfoma de células B
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tipo no Hodgkin), ni tampoco a los pacientes con expectativa de vida corto secundario a

patologias diferentes a comorbilidad asociada a la enfermedad hepatica *%.

En los pacientes que no son candidatos al tratamiento o que presentan una
enfermedad cronica asintomatica de evolucidén incierta, es importante evaluar la
estrategia de seguimiento mas coste/efectiva. No se trata de un grupo homogéneo de
pacientes y probablemente el riesgo de desarrollar cirrosis hepatica en cada uno de ellos

es diferente y por tanto, el seguimiento que requieren también es distinto.

Actualmente, las guias aceptan los métodos no invasivos en la evaluacion inicial
del estadio de fibrosis (A1), debiendo reservar la biopsia hepatica para la evaluacion de
pacientes con enfermedades concomitantes o con valores discordantes de los métodos
no invasivos (A1); en pacientes con cirrosis y RVS parece aconsejable controlar la
evolucion de la fibrosis por medios no invasivos, si bien este aspecto carezca

actualmente de aplicacion clinica (C2) *%.

Actualmente, las indicaciones de tratamiento segin la EASL son 3% 3%

- Pacientes con fibrosis avanzada (F3 y cirrosis hepatica (F4) (A1)

- Pacientes con cirrosis descompensada (Child-Pugh B y C) deben ser
urgentemente tratados con pautas libres de IFN (A1)

- Recurrencia tras trasplante hepatico (A1)

- Pacientes con manifestaciones extrahepaticas severas (crioglobulinemia
sintomatica, enfermedad por inmunocomplejos, nefropatia, vasculitis
leucocitoclastica, polineuropatia) (A1)

- Independientemente de su grado de fibrosis, en pacientes con co-infeccién VHB
y/o VIH (A1)

- El tratamiento de individuos con elevado riesgo de transmision, que ha de ir
acompanado de medidas de prevencién de la reinfeccion destinadas a grupos
como los usuarios de drogas parenterales, los varones homosexuales con
infeccidn por VIH, los internos en centros penitenciarios, las mujeres con deseo de
embarazo (solo sofosbuvir), los pacientes en hemodidlisis y aquellos que sean

candidatos a trasplante renal (B1).
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Justificacion

2.- JUSTIFICACION

Como se ha comentado previamente, la hepatitis cronica por virus C es una
enfermedad con una alta prevalencia en nuestro medio. Evoluciona a la cronicidad de
forma asintomatica y por tanto en muchos casos no es detectada, y hasta un 20-30% de
los pacientes progresaran a cirrosis hepatica en un periodo de tiempo que oscila entre 10
y 20 anos. Actualmente, en nuestro pais, la infeccion por hepatitis C es la causa mas
frecuente de cirrosis hepatica y la principal indicacion de transplante hepatico, siendo un

importante problema de salud publica.

Hasta hace pocos tiempo, el método diagnostico "gold estandar" para valorar el
grado de evolucion de la hepatitis cronica por virus C era la biopsia hepatica, e incluso

algunos autores aconsejaban la realizacion de biopsias hepaticas periddicas.

Actualmente, las guias aceptan los métodos no invasivos en la evaluacion inicial
del estadio de fibrosis (A1), debiendo reservar la biopsia hepatica para la evaluacion de
pacientes con enfermedades concomitantes o con valores discordantes de los métodos
no invasivos (A1); en pacientes con cirrosis y RVS parece aconsejable controlar la

evolucién de la fibrosis por medios no invasivos (C2)*%°.

Hasta la actualidad, se han publicado multiples marcadores no invasivos de
cirrosis hepatica que incluyen datos clinicos o analiticos, como el Forns, modelo basado
en datos analiticos de rutina para predecir fibrosis significativa, pero de dificil aplicacién a
la cabecera del paciente; el APRI, indice facil de calcular a través de una formula sencilla
usando valores analiticos de rutina, con una exactitud diagnéstica del 51% para fibrosis
significativa y del 81% para cirrosis. No obstante, la validez de los mismos en el

seguimiento a largo plazo de estos pacientes no ha sido determinada.

En nuestra Unidad también se elaboré y validé un indice para valorar presencia

de cirrosis hepatica en pacientes con hepatitis cronica por virus C, el indice Sabadell’s

NIHCED ' citado en varios estudios 344 345 346, 347, 348

, a partir de una poblacién de 332
pacientes. Para la realizacion del indice Sabadell's NIHCED, se seleccionaron de forma
prospectiva y consecutiva aquellos pacientes con hepatitis cronica por VHC evaluados en
la Unidad de Hepatologia del Hospital de Sabadell (Barcelona) desde Enero de 1993

hasta Julio de 1999, que cumplian los criterios de inclusidn establecidos. Los datos
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obtenidos de los primeros 170 pacientes consecutivos se utilizaron para el desarrollo del
indice predictivo (de Enero a Junio de 1997) (grupo de estimacion). Después de esta
fase, los siguientes 162 pacientes consecutivos, fueron reclutados para validarlo (grupo
de validacion) (entre Septiembre de 1997 y Julio de 1999). A todos los pacientes se les
realizd6 una historia clinica con datos epidemioldgicos y una exploracion fisica por
aparatos. Se les realiz6 una analitica (hemograma, coagulacion, bioquimica con enzimas
hepaticas, autoinmunidad y RNA-VHC).

También, se realizé una ecografia-doppler hepatica evaluando 13 variables
ecograficas: hepatomegalia (diametro craneocaudal en la linea axilar media >14 cm),
atrofia del I6bulo hepatico derecho (diametro longitudinal <9 cm), hipertrofia del I6bulo
caudado (diametro >4 cm), aumento del Iébulo hepatico izquierdo (diametro
anteroposterior >5 cm), higado graso, patron grueso, superficie del higado de aspecto
nodular, nédulos de regeneracién, diametro de la vena porta > 13 mm, esplenomegalia
(bazo >13 cm), ascitis, venas portosistémicas colaterales, y cuerpos Gandy Gamma
(focos de los depédsitos de hierro en el parénquima esplénico por hemorragia

intraparenquimatosa.

A todos los pacientes se les realizé una biopsia hepatica guiada por ecografia
mediante aguja de tru-cut, y el grado de fibrosis fue evaluada mediante la escala de
Knodell.

De todas las variables estudiadas, doce de ellas presentaban diferencias
estadisticamente significativas (p<0.75) en el analisis univariante, y por tanto, fueron
seleccionadas para el estudio multivariante: (AST; AST/ALT = 1; INR = 1, recuento de
plaquetas < 100 (x 10%L), bilirrubina total; fosfatasa alcalina; gamma-globulinas; recuento

de glébulos blancos; neutrdfilos; linfocitos; hemoglobina; edad. Fig. 27.
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Justificacion

Vanable No amhosis Cirrhosis P value
(n=123) (n=47)
Albumin (gA) 392 (108) 376 (9.3) NS
Total bilirubin (mg/dl) 0.64 (0.31) 0.9 (0.49) 0.002°
Akaline phosphatases (U/l) 185.0 (98.7) 232.4 (95.0) 0.005"
Gamma glutamyl transpeptidase 62.8 (58.0) 78.4 (79.4) NS
(un)
AST (U 820 (522) 1073 (74.1) 0.036"
ALT (UA) 1272 (89.7) 132.1 (1209) NS
AST/ALT ratio 0.69 (0.25) 0.91 (0.31) <0001"
Prothrombin ratio (Intemational 1.01 (0.15) 1.11 (0.09) <0.001"
Normalized Ratio)

G-globulins (g/) 160 (65) 19.9 (8.0) 0002
Platelet count ( x 10%/1) 1738 (57.7) 1084 (50.5) <0.001"
White cell count ( x 10%1) 6.6 (2.5) 5.6 (1.8) 0015
Neutrophils ( x 10%/1) 33 (1.8 2.8 (0.9) 007"
Lymphocytes ( x 10%1) 2.2 (8.6) 1.9 (0.7) 0019°
Mean corpuscular volume (fl) 906 (9.1) 92.7 (6.1) NS
Creatinine (mg/dl) 0.93 (0.14) 0.94 (0.14) NS
Hemoglobin (g/dl) 146 (1.5) 14.2 (1.3) 0.045
Age (years) 489 (128) 59.9 (11.0) <0.001°
Urea (mg/dl) 355 (8.8) 36.3 (9.1) NS

Fig. 27: Analisis univariante de datos clinicos y de laboratorio en pacientes con y sin cirrosis en el grupo
de desarrollo. Datos presentados como media (DS)
*Variables seleccionadas para el analisis multivariante (p<0.05)

(Obrador BD, Prades MG, Gomez MV, et al. A predictive index for the diagnosis of cirrhosis in hepatitis C
based on clinical, laboratory, and ultrasound findings. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2006;18(1):57-62)

De los 13 signos ecograficos, diez variables (ascitis, atrofia del I6bulo hepatico
derecho, hipertrofia del I6bulo caudado, superficie hepatica nodular, esplenomegalia,
hepatomegalia, hipertrofia del I6bulo hepatico izquierdo; nédulos de regeneracion,
aumento del diametro de la vena porta y patron grueso) se asociaron significativamente
con la presencia de cirrosis en la histologia en el analisis univariado (p < 0,15), y por

tanto, fueron seleccionados para el analisis multivariado.

El estudio multivariante mostré siete variables como predictores independientes
de cirrosis: edad =60 afos, recuento de plaquetas <100 (x1 0% L), ratio AST/ALT 21; TP
=1.1, atrofia del I6bulo hepatico derecho, hipertrofia del I6bulo esplenomegalia y caudado,

con el siguiente indice. Fig. 28.

A cada uno de los 162 pacientes del grupo de validacion, se les calculé el indice,
asignandoles de esta manera un valor de indice predictivo de cirrosis, basada en el
modelo desarrollado. Sobre la base de la curva ROC, cuando el marcador era =222, la
sensibilidad fue del 86%, la especificidad del 90 %, VPP del 73%, VPN del 97 % y una

exactitud diagndstica del 94%, para diagndstico de cirrosis hepatica. Cuando el indice se

105



aplicoé a los 332 pacientes, con un punto de corte 222 para establecer el diagnéstico de
cirrosis, la sensibilidad fue de 86%, la especificidad del 90%, el VPP 86%, el VPN 96.4%

y una exactitud diagnostica del 90%.

Indice predictivo de hepatitis cronica por virus C (NIHCED)

Edad = 60 13 puntos
Tiempo de protrombina = 1.1 10 ptos
Plaquetas = 100.000 15 ptos
GOT/GPT =1 10 ptos
Hipertrofia del I6bulo caudado 6 ptos
Atrofia del I6bulo hepatico derecho 15 ptos
Esplenomegalia >13cm 7 ptos

Fig. 28: indice NIHCED. (Adaptado de Obrador BD, Prades MG, Gomez MV, et al. A
predictive index for the diagnosis of cirrhosis in hepatitis C based on clinical, laboratory, and
ultrasound findings. Eur J Gastroenterol Hepatol. 2006;18(1):57-62)

Al compararlo con el indice APRI, la sensibilidad para diagnosticar cirrosis (punto
de corte >2) es del 57%, especificidad del 93%, un VPP del 57% y un VPN del 93%, con
un AUC del 0.89. El indice Forns fue creado y validado por sus autores para el

diagnéstico de fibrosis significativa.

P”E”Dtﬁede Sensibilidad (%) | Especificidad (%) | VPP (3) | VPN (%) | AUC
APRI ) 57 93 57 03 0.90
NIHCED =070 20 96 73 g7 0.97

Por tanto, el propdsito de esta tesis es por un lado, valorar si el Sabadell’s
NIHCED es también util como indice predictivo de fibrosis significativa en pacientes con
hepatitis crénica por VHC, y por otro lado, hemos querido analizar la utilidad de los
indices no invasivos mas comunes (Forns y APRI) para predecir la evolucién a cirrosis

hepatica y la mortalidad secundaria a la hepatitis créonica por virus C.
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IIl. HIPOTESIS






Hipétesis

3.- HIPOTESIS

1. El indice no invasivo NIHCED es un método sensible y especifico para la

valoracién de fibrosis significativa en la hepatitis crénica por VHC

2. El test de Forns es un meétodo no invasivo sensible, especifico y con gran

exactitud diagnostica para la deteccion de cirrosis.

3. El indice APRI es un método no invasivo sensible, especifico y con gran

exactitud diagndstica de deteccion de cirrosis.

4. El indice no invasivo NIHCED predice el riesgo de progresion a cirrosis hepatica

a largo plazo en los pacientes con hepatitis crénica por virus C.

5. El indice no invasivo Forns predice la progresion a cirrosis hepatica a largo plazo

en los pacientes con hepatitis cronica por VHC.

6. El indice no invasivo APRI predice la progresion a cirrosis hepatica a largo plazo

en los pacientes con hepatitis cronica por VHC.

7. Los indice no invasivos Forns, APRI y NIHCED predicen el riesgo de muerte en

pacientes con hepatitis crénica por virus C.
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Objetivos

4.- OBJETIVOS

1. Evaluar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo y la precision diagnostica del NICHED para determinar la presencia de
fibrosis significativa de una forma no invasiva en los pacientes con hepatitis

crénica por VHC.

2. Evaluar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo y precisién diagnostica del indice Forns y APRI para determinar la
presencia de cirrosis de una forma no invasiva en los pacientes con hepatitis

crénica por VHC.

3. Analizar si los valores basales del indice Forns, indice APRI, y el Sabadell
NIHCED son factores predictores de progresion a cirrosis en los pacientes con

hepatitis cronica por virus C.

4. Analizar los posibles factores prondsticos de evolucion a cirrosis hepatica en

pacientes con hepatitis cronica por virus C.

5. Analizar si los valores basales del indice Forns, APRI y el Sabadell NIHCED son
factores predictores de mortalidad por complicaciones de la cirrosis hepatica en

los pacientes con hepatitis crénica por VHC.

6. Generar un arbol de decisién de diagnéstico de cirrosis hepatica usando los

indices no invasivos.
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V. ESTUDIO |







Estudio I

Se ha desarrollado un estudio clinico prospectivo con pacientes diagnosticados de
hepatitis por VHC. El estudio se ha realizado en el Hospital de Sabadell (Barcelona),
hospital comarcal con 800 camas y con una poblacion de referencia de aproximadamente
400.000 habitantes.

La presente tesis esta disefiada en dos estudios diferentes relacionados entre si y
en donde se evalua la capacidad de diagndstico y prediccion de los métodos no invasivos

en la hepatitis cronica por VHC y que estan relacionados entre si:

- Estudio 1: Evaluacion de la fibrosis hepatica significativa mediante el indice
NIHCED en pacientes con hepatitis cronica por virus C.

- Estudio 2: Validacion externa de los indice APRI y Forns para el
diagnostico de cirrosis. Evaluacion de la utilidad de los indices no invasivos
APRI, Forns y NIHCED para predecir la evolucion a cirrosis hepatica en los
pacientes con hepatitis cronica por virus C. Factores prondsticos de

progresion de la cirrosis hepatica.
Los estudios se han realizado de forma consecutiva. La seleccion de pacientes, y

la metodologia clinica, de laboratorio, ecografica y de biopsia son iguales, pero los

objetivos son diferentes, por lo que se explicaran por separado cada uno de ellos.
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Estudio I

5.- ESTUDIO I: EVALUACION DE LA FIBROSIS HEPATICA

SIGNIFICATIVA MEDIANTE EL INDICE NIHCED EN

PACIENTES CON HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C.

5.1.- MATERIAL Y METODOS

5.1.1.- Seleccion de pacientes.

Se seleccionaron de forma retrospectiva a aquellos pacientes con hepatitis

cronica por VHC evaluados en la Unidad de Hepatologia para la validacién del

NIHCED.

Los criterios de inclusion fueron:

1.

3.

Presencia de hepatitis C croénica asintomatica, con aumento de los
niveles de enzimas hepaticas durante como minimo 6 meses, medidas
en al menos 2 determinaciones diferentes, confirmada mediante niveles
detectables de RNA-VHC en suero.

Sin evidencia de cirrosis hepatica en la biopsia inicial.

Aceptacion de participar en el estudio a través de un consentimiento

informado y no presentar ningun criterio de exclusién

Los criterios de exclusién fueron los siguientes:

1.

Presencia de cualquier enfermedad hepatica concomitante:
hemocromatosis (hierro, ferritina, ISTI), enfermedad de Wilson (cobre
libre y ceruloplasmina), hepatitis cronica por virus B (HBsAgQ),
hepatotoxicidad inducida por farmacos, VIH positivo, hepatitis
autoinmune (ANAs, Ac- anti célula del mdusculo liso), hepatitis
alcohdlica y a-1 antitripsina (niveles de antitripsina).

Presencia de otra enfermedad con mal prondstico vital a corto plazo
(neoplasia diseminada, insuficiencia renal avanzada...).

Cirrosis hepatica ya establecida: cirrosis histologica en la biopsia o
presencia de hipertension portal en forma de varices esofagicas,

ascitis, encefalopatia hepatica o hepatocarcinoma.
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4. Consumo de alcohol > 20 g/dia u otras drogas.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital de
Sabadell (Barcelona) y disefiado segun las guias éticas de 1975 de la Declaracion

de Helsinki, revisado en 1983.

5.1.2.- Diseino del estudio.

El estudio se realizé entre Febrero de 2008 y Septiembre de 2008 '*8. Para
ello se recogieron los datos de los pacientes infectados con hepatitis crénica por
VHC evaluados en la Unidad de Enfermedades Hepatologia, con biopsia hepatica
desde Enero de 1993 y hasta Julio de 1999, el cual era el grupo que sirvié para

elaborar y validar el indice NIHCED como predictor de cirrosis .

De forma retrospectiva, se correlacionaron entre si los datos cuantitativos
obtenidos de las biopsias hepaticas basales (grado de fibrosis segun indice de
Knodell) con la puntuacién obtenida del indice NIHCED, que se calculé de forma
prospectiva con los datos analiticos, demograficos y ecograficos del momento de la
biopsia basal. El intervalo maximo entre la realizacion de la biopsia y los resultados

de laboratorio empleados para realizar los indices fue de maximo 3 meses.

5.1.3.- Metodologia clinica.
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A todos los pacientes seleccionados que aceptaron participar en el estudio,
se les realizd una historia clinica exhaustiva. Se recogié datos demograficos,
antecedentes patologicos y epidemiolégicos, y la posible presencia de
descompensaciones relacionadas con evolucién a cirrosis; ademas, se realiz6é una

exploracién fisica por aparatos.



Estudio I

5.1.4.- Metodologia de laboratorio

a)

b)

A todos los pacientes se les realiz6é una analitica y serologias completas.

Determinaciones analiticas

Se realizaron las siguientes determinaciones: hemograma completo
con recuento de leucocitos totales con el porcentaje de neutrdfilos y
linfocitos, hemoglobina, volumen corpuscular medio, recuento de
plaquetas, tiempo de protrombina (ratio), albumina (mg/dL), bilirrubina total
y directa (U/L), creatinina (mg/dL), urea (mg/dL), FA (U/L), GGT (U/L), ALT
(U/L); AST (U/L), AST/ALT ratio y gammaglobulinas.

Se solicitd el estudio de Autoanticuerpos no organoespecificos
(ANOEs). Se incluyeron los siguientes: Antinucleares (ANA),
Antimitocondriales (AMA), Anti-musculo liso (AML), Antimicrosomales
hepato-renales (anti-LKM-1) por técnicas de inmunofluorescencia indirecta

sobre triple tejido.

En algunos pacientes se habian determinado las crioglobulinas, lo
cual se habia realizado mediante la extensién a 37° C, con separacion del
suero y mantenimiento a 4° C durante 5 dias. Si eran positivas, se
centrifugaban a 4500 rpm a 4° C durante 30 minutos para separacion del
crioprecipitado que tras 4 lavados con PBS frio, se cuantificaban y estudia

por inmunoelectroforesis.

Determinaciones virolégicas

Se determiné la deteccién del RNA-VHC. En nuestro hospital, la

técnica empleadas hasta 2001 fue la técnica de Cobas Amplicor, con
extracciéon manual del ARN y posterior amplificacion y deteccién en un
analizador Cobas Monitor (Roche Diagnostics) con un limite de deteccién
de < 600 Ul/ml.
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5.1.5.- Metodologia de la ecografia hepatica

A todos los pacientes se realizé una ecografia-doppler hepatica estudiando
las 13 variables ecograficas identificadas inicialmente para validar el NIHCED.
Finalmente, para calcular el indice NIHCED se tuvieron en cuenta las siguientes

variables ecograficas:

1. Hipertrofia del I6bulo caudado (diametro > 4 cm)
2. Atrofia del I16bulo hepatico derecho (diametro longitudinal < 9 cm)
3. Esplenomegalia (>13cm)

El estudio ecografico desde 1993 al 2003 fue realizado usando el equipo
Toshiba 140 Aloka SSD-650 (Toshiba Medical Systems, Zoetermer, Netherlands;
Aloka Espana SL, Madrid, Spain). Todas las pruebas fueron realizadas por un unico
y experimentado radidlogo del centro UDIAT del Hospital de Sabadell.

5.1.6.- Metodologia de los indices predictivos de fibrosis hepatica

A todos los pacientes se realizaron los indices APRI y Forns basales de
forma retrospectiva (en el momento de la biopsia basal estos indices no habian
sido publicados) y el indice NIHCED basal de forma prospectiva. Para ayudarnos
en este proceso, creamos un Excel donde introducir las variables y conocer los
resultados de todos los indices. Fig. 29. Anexo 1,2, 3.
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Indice no Parametros Formula Cut-offs Estadisticos
invasivos evaluados aplicada S E | AUC| Accuracy
GGT 7.811-3131 x Ln |Ausencia de fibrosis | Ausenciade | 0.34 | 051 | 081 6%
Recuento plaquetar (recuento plaquetar) | significativa: <4.2 Fh sion
Indice | 459 +078 x Ln (GGT) +
Forns Colesterol 3.467 x Ln (edad) - Presencia de fibrosis | Presencia 03 | 089 66%
0.014 x (colesterol) | Significativa: >6.9 de Fibsig
AST [AST (ULN)/recuento | Ausencia de  fibrosis | Fresencia | 0.41 | 035 | 080 51%
Recuento plaquetar plaquetar (10%L)] x | significativa: <0.5 efbse
100 Presencia de fibrosis
APRI significativa: 21.50
Ausencia de Cirrosis: £1.0 | presencia | 057 | 033 | 089 81%
Presencia decirrosis: »2.0 | de cirosis
Edad 260 afios 13 puntos Presencia de fibrosis | Presencia | 0.72 | 0.763 | 0.79 725%
T.Protrombina 21.1 10 puntos significativa: >6 de i sign
Plaquetas <100.000 15 puntos
Sabadell’'s | AST/ALT =1 10 puntos Presencia | 0.80 | 0.3 34%
NIHCED Hipertrofia 16bulo | & puntos Presencia de cirrosis: 222 de Chiosls
caudado
Atrofia 16bulo hepético | 15 puntos
derecho
Esplenomegaliaz13cm | 7 puntos

Fig. 29: indices no invasivos evaluados y puntos de corte

5.1.7.- Metodologia de la biopsia hepatica

Para la realizacion de las biopsias hepaticas, desde 1993 hasta 2002, se

usO una aguja trucut manual centrimetrada del 14 G (Tru-cut, Alleguiance Health
Corporation, EEUU).

Las muestras fueron fijadas en FAA (formaldehido, alcohol, y acido

acético) y embebidas en parafina. Las secciones hepaticas biopsiadas fueron

tefidas con hematoxina-eosina, tricromico de Masson, y opcionalmente, tincién de

Gordon-Sweet para reticulina.

Todas las muestras fueron revisadas por una patéloga experimentada de

la Unidad de Anatomia patolégica del Hospital de Sabadell, con mas de 20 afos

de experiencia, la cual desconocia la historia clinica y los resultados de laboratorio

de los pacientes. El grado de fibrosis fue evaluada mediante la escala de Knodell.
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5.1.8.- Metodologia estadistica
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El grado de fibrosis hepatica obtenida mediante biopsia (indice de Knodell)
se correlacion6 con el valor del indice NIHCED mediante curva ROC. Los datos
obtenidos se procesaron con el paquete SPSS version 15 para Windows (SPSS

Inc., Chicago; USA) para su analisis.

Las variables cuantitativas se expresaron como media * desviacion
estandar mediante el test de Mann-Withney, la t de Student y el test de la chi-
cuadrado (test de x2). Para las variables cualitativas, se empled el test de
Hosmer-Lemeshow. La correlacién fue evaluada mediante el coeficiente de
Spearman. Un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente

significativo.

La prueba t de Student se empledé para comparacion de variables
continuas. Cuando la normalidad de la distribucion no se podia asumir, o cuando
el tamano de la muestra fue de <10 observaciones en cualquier grupo, se aplico la
prueba de U de Mann- Whitney.

Para las variables categéricas se empled la comparacién de proporciones
mediante el test de x2. Cuando la tabla de contingencia de 2 x 2 de los valores

esperados era <5, se aplicé el test de Fisher.

Las correlaciones de las variables cuantitativas (indice Sabadell NIHCED)
con variables ordinales (fibrosis hepatica, mediante indice de Knodell) fueron
realizadas mediante el coeficiente de correlacion de Spearman. Un valor de p <

0.05 se considerd como estadisticamente significativo.

Con los datos demograficos, analiticos, ecograficos e histologicos se
calculd el indice de fibrosis Sabadell NIHCED, con el mejor cut-off para detectar
fibrosis leve (Knodell FO-1) de fibrosis significativa (Knodell F3-4).

El grado de fibrosis mediante Knodell se correlacion6 con el valor del
indice Sabadell NIHCED usando la curva ROC y su analisis. Se calcul6 el
AUROC, la sensibilidad, especificidad, VPP, VPNN y su exactitud diagndstica

(accuracy), y con ello pudimos diferenciar a los pacientes en dos grupos: los que
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tienen una ausencia histologia de fibrosis demostrable (Knodell FO), o sélo fibrosis
en forma de expansion portal (Knodell F1), y los que presentaban fibrosis

significativa (Knodell F3) o cirrosis establecida (Knodell F 4).

5.2.- RESULTADOS

5.2.1.- Descripcion general de la muestra. Caracteristicas

epidemiolodgicas vy clinicas.

Se incluyeron un total de 321 pacientes infectados por VHC y evaluados en
la Unidad de Hepatologia y con biopsia hepatica desde Enero de 1993 y hasta
Julio de 1999. A todos ellos se les calculé el indice NIHCED. El analisis de datos

se realiz6 entre Febrero de 2008 y Septiembre de 2008.

Del total de los 332 pacientes, 11 pacientes fueron excluidos por no poder
acceder a sus datos clinicos. Los 321 pacientes restantes se clasificaron en dos
grupos segun el grado de fibrosis hepatica por biopsia, aquéllos con fibrosis no
significativa (Knodell FO-F1) con un total de 131 pacientes (30.5%) vs pacientes
con fibrosis significativa (Knodell F3-F4) con un total de 190 pacientes (69.5% del

total). La edad media fue de 48 + 14 anos y la ratio hombre/mujer de 1.27.

5.2.2.- Desarrollo del indice predictor de fibrosis significativa.

5.2.2.1. Andlisis univariante. Caracteristicas clinicas, de laboratorio,

ecograficas y anatomopatoldgicos.

De todos los pacientes se recogieron datos de laboratorio y ecograficos.
Fig. 30, Fig. 31. De los 131 pacientes (30.5%) con fibrosis no significativa
(Knodell FO y F1), 33 pacientes (25.19%) tenian FO, y 98 pacientes (74.8%)
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tenian F1. La edad media fue de 41.66 afos (rango de edad entre 18 y 71

anos).

De los 190 pacientes (69.5% del total) del grupo de pacientes con
fibrosis significativa (Knodell F3 y F4) 127 pacientes (66.7%) tenian F3, y 63
pacientes (33,3%) tenian F4. La edad media fue de 53.06 (rango de edad de 22
a 75 anos). El rango de edad mas frecuente fue el comprendido entre los 56 y
64 afos (32.7.8%), siendo los pacientes con 60 afios (5.3%) y 61 anos (4.7%)

los mas frecuentes.

Gradode | Edad | TP | 109| GOT/GPT
fibrosis (N | (afios) | (ratio) |Plaquetas (10°/)
pacientes)
FO0 (33) 38 1 217000 0.6
F1 (98) 43 1 213000 0.63
F3Q27) 30 1.05 162000 0.7
F4(63) 9 112 112000 0.02

Fig. 30: Datos analiticos medios segun el grado de fibrosis hepatica por biopsia (indice Knodell)

Esplenomegalia N | Hipertrofia de Iébulo | Atrofia de Iobulo
pacientes (%) caudado N (%) hepdtico derecho N
(%)
FO 1 (3%) 0 0
F1 7 (7%) 6 (6%) 1(1%)
F3 17 (13%) 21 (16%) 7(5.5%)
F4 34 (54%) 43 (70%) 27 (43%)

Fig. 31: Datos ecograficos segun el grado de fibrosis hepatica por biopsia (indice Knodell)

5.2.2.2. Curva ROC
La correlacion de Spearman entre la fibrosis hepatica por fibrosis

(Knodell) vs el indice NIHCED tuvo un coeficiente de r = 0.65.

Con estos datos, se correlacioné el grado de fibrosis segun el indice de
Knodell con el valor del indice NIHCED mediante curva ROC. Se seleccioné
una puntuacibn de > 6 como la mejor combinacién de sensibilidad,

especificidad y exactitud diagndstica (accuracy) para detectar fibrosis
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significativa (Knodell F3 y F4). La sensibilidad fue del 72%, especificidad del
76.3%, VPP del 81%, VPN del 63.7% y una exactitud diagndstica (accuracy)
del 72.5%. El area bajo la curva fue de 0.79 (95%, IC 0.74-0.84). Se calcularon
las razones de verosimilitud positiva y negativa del test (likelihood ratio) con

resultado de LR (+) 3.04 y LR (-) 0.37. Los datos se muestran en la siguiente
tabla (Fig. 32)

ey

(=1
Tk
L

Sensibilidad
¥

0.2

]

00 02 04 06 08 10
1 - Especificidad

Puntuacion de Sabadell’s NIHCED para detectar fibrosis significativa > 6

Sensibilidad T2% VPP 81%

Especificidad 76.3% VPN 63.7%

Area bajo la curva 0.79 Accuracy | 72.5%

Fig. 32: Curva de ROC y datos de S, E, VPP, VPN y AUROC para fibrosis significativa
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5.3.-DISCUSION

La hepatitis C es una infeccidén inflamatoria del higado causada por el VHC, y
aproximadamente 170 millones de personas estan infectadas en todo el mundo ', siendo
responsable de mas de 350.000 muertes al afio. Por otro lado, la infeccion por VHC es el
factor de mas riesgo para desarrollar CHC, ademas de una causa principal de desarrollo

8, 24, 77, 85, 106,

de cirrosis hepatica (20% de los casos) 27y de otras afectaciones

6. 63, 64, 65 66 sjendo todo ello altamente invalidante para el paciente,

extrahepaticas
ademas del coste sanitario que supone dichas complicaciones 2% 2. Por todo ello, es
vital un prondstico preciso de la evolucion de la enfermedad para poder aportar un

asesoramiento correcto al paciente.

El pronéstico de la hepatitis cronica por VHC depende en gran medida de la
progresion de la fibrosis hepatica, que constituye la consecuencia final de la lesién
cronica del higado. Los resultados de nuestro estudio muestran como el indice NIHCED
permite valorar con bastante exactitud aquellos pacientes que ya presentan fibrosis
significativa y que por tanto tienen un alto riesgo de evolucionar a cirrosis con las
complicaciones que de ello se derivan. Asimismo, los resultados obtenidos son
comparables a otros indices no invasivos desarrollados que también valoran los

pacientes con fibrosis significativa.

En los ultimos afos, la biopsia hepatica ya no se considera el “gold standardd” en
el diagnéstico de la fibrosis significativa en la infeccion por virus C dado que puede
presentar un porcentaje no despreciable de falsos positivos y falsos negativos,
determinado por el error muestral y por la diferencia inter-observador, Colloredo et al. **°
en un estudio que incluya 161 biopsias observd que cuando en éstas se valoraba un
fragmento mas corto o mas delgado la interpretacion del grado de inflamacién y del grado
de fibrosis era mas benigno. A los problemas de representatividad se suman los

derivados de la subjetividad de la valoracién "°.

Por otro lado, en los ultimos afos, otros indices han mostrado también una alta
especificidad y sensibilidad para el diagndstico de fibrosis significativa ' 164 349, 350, 351, 352
y junto con la elastografia hepatica ?°°, se considera actualmente que son métodos Utiles
para la deteccion. La principal ventaja del NIHCED y de los otros métodos no invasivos
es que debido a su sencillez se pueden repetir las veces que sea necesario. Algunos

autores sugieren la combinacién de varios indices como un método no invasivo de
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diagnéstico '8+ 94

, Si bien, a pesar de ello, la biopsia hepatica sigue siendo necesaria en
aquellos casos en que con los indices no invasivos no queda bien caracterizada el grado
de fibrosis hepatica para su total caracterizacion.

Castera et al. 2

combinaron diferentes métodos no invasivos y vieron que cuando
el resultado del FibroTest se combina con el de la elastografia de transicion y los
resultados son coincidentes, lo que sucede en un 70-80% de los pacientes, éstos
convergen a su vez con los proporcionados por la biopsia hepatica en un 84% de los
pacientes en estadio F2, un 95% de los F3 y el 94% de los F4. Combinando estos dos
métodos, FibroTest® y FibroScan®, la realizacion de la biopsia hepatica se podria evitar

en el 77% de los pacientes con fibrosis significativa.

Estos datos estarian en consonancia con las ultimas recomendaciones de la
EASL y de la Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas en
donde se indica que la biopsia hepatica estaria indicada en los casos de discrepancia de

los métodos no invasivos 3% 3%% 3%

, que aunque consideran la biopsia el “gold standard”
para evaluar la extension de la enfermedad hepatica en la hepatitis créonica C, aceptan los
métodos no invasivos para evaluar la fibrosis en pacientes con hepatitis C cronica,
reservando la biopsia hepatica para casos dudosos o aquellos en los que otras causas de
fibrosis podria ser probable, haciendo hincapié en que ningun método tiene una alta
exactitud cuando es empleado en exclusividad, y que la aproximacién mas eficiente en el
diagnostico del estado de fibrosis hepatica es la combinacion de biomarcadores directos

y el uso del FibroScan .

Por otro lado, una gran ventaja del NIHCED respecto de otros indices no
invasivos de valoracion de la fibrosis hepatica es que utiliza datos clinicos, analiticos y
ecograficos faciles de obtener con lo que como ya se ha dicho previamente no hay
inconveniente en repetirlo de forma longitudinal en contra de otros métodos no invasivos

como el FibroTest

, €s que las determinaciones que se han de realizar no son rutinarias,
dado que es una férmula matematica que combina cinco variables; bilirrubina total, GGT,

haptoglobina, alfa 2-microglobulina y apolipoproteina A1.

Los resultados de nuestro estudio indican que todos los pacientes> 65 afos de
edad tienen una alta probabilidad de presentar fibrosis significativa, lo cual puede ser una
limitacion del método Sabadell’'s NIHCED, ya que todos los pacientes mayores de 60

afnos se consideran en riesgo de desarrollar cirrosis debido a que la propia edad mayor
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de 60 anos tiene un fuerte peso estadistico (13 puntos de un maximo de 76 puntos). Los
estudio realizados previamente, avalarian esta conclusion, dado que uno de los
principales factores que influirian en la progresion de la enfermedad, como un factor
pronéstico importante de fibrosis significativa y cirrosis, es el tiempo de evolucion, que

obviamente, aumenta con la edad 7" 108 357 358

, @ que cuando se diagnostica a mayor edad
presenta mayor virulencia o porque a mas tiempo de evolucion mas posibilidades de
evolucién a fibrosis significativa. Hay estudio que confirman que la edad elevada de un
donante de higado es un riesgo significativo de recurrencia severa de hepatitis C en post-

trasplantados >°% >

Una de las ventajas del NIHCED respecto de otros marcadores no invasivos es su
facilidad de calculo que permite realizarlo en la cabecera del enfermo sin necesidad de
ningun ordenador ni calculadora. Por otro lado, al combinar datos demograficos y de
laboratorio, pero también ecograficos es posible hacer una evaluacion completa del
paciente y detectar posibles complicaciones de la hepatitis crénica por VHC como puede
ser el hepatocarcinoma o ascitis radiologica. En este sentido, en los ultimos afios se ha
objetivado que el riesgo de hepatocarcinoma esta también presente en los pacientes con
fibrosis significativa aunque no hayan desarrollado todavia la cirrosis hepatica, con lo que
nuestro indice es Uutil al ser capaz de detectar con bastante fiabilidad la fibrosis
significativa sirviendo como herramienta de cribaje de hepatocarcinoma al detectar
fibrosis significativa Vale la pena hacer notar que en 27% de los pacientes diagnosticados
de novo de hepatocarcinoma en nuestro medio, se desconocia previamente que
presentaran fibrosis significativa o cirrosis y fue la ecografia hepatica la que aporté el

diagnéstico para iniciar el tratamiento ¢".

En el dltimo ano han surgido nuevos medicamentos muy eficaces para el
tratamiento de la hepatitis cronica por VHC alcanzando tasas de respuesta viroldgica

sostenida superior al 90% 3*°

y que permitira en un futuro evitar la progresién de la
infeccién a cirrosis hepatica o disminuir el nimero de complicaciones en aquellos afectos
ya de cirrosis. No obstante, actualmente en nuestro pais el acceso a estas medicamentos
esta restringido en pacientes monoinfectados a la presencia de fibrosis significativa, con

profesiones de riesgo o con deseo gestacional.
En nuestro medio la hepatitis cronica por VHC afecta al 2-3% de la poblacién

espanola. Eso significa que un seguimiento exhaustivo de todos los pacientes infectados

por parte del especialista colapsaria la atencidén especializada en hepatologia. Por otro
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lado, hay un grupo amplio de pacientes asintomaticos y jévenes con una vida laboral
activa que no se controlan de forma periddica o lo realizan a través de su medico de
familia. Otra de las ventajas de nuestro indice es que es una herramienta asequible para
los médicos de familia (facil de puntuar y de evaluar) que sirve para deteccién precoz de
fibrosis significativa, que implicaria que el subgrupo de pacientes con fibrosis significativa

seria el que tendria que ser derivado para control y tratamiento especializado.

Una de las limitaciones de nuestro estudio, pero que es extensible a todos los
meétodos no invasivos es que en general detectar con bastante exactitud los valores
extremos, pero en los pacientes con valores intermedios ofrece sélo una informacion
parcial sobre la fibrosis hepatica siendo la biopsia hepatica la prueba “gold standard”. Asi
nuestro método es mas exacto en la deteccidon de cirrosis hepatica que en la de fibrosis
significativa " 1%

Un inconveniente que puede presentar la elaboracion y validacion de un indice
que valora datos ecograficos es el sesgo inter observador. En el Sabadell’'s NIHCED
unicamente un radidélogo fue el que realizé todas las ecografias y evallo todos los signos
incluidos en las mismas. No obstante, creemos que son datos bastante sencillos de

valorar por cualquier radiélogo, y por tanto, facilmente exportable a otros centros.

Ofra limitacién de nuestro estudio seria la valoracién de la anatomia patolégica de
las biopsias. Para obviar el sesgo interobservador, todas las biopsias han sido valoradas
por la misma patdloga, empleando el indice Knodell para la clasificacién del estado de

fibrosis de las biopsias.
De acuerdo a los resultados de nuestro estudio podemos concluir que el indice

NIHCED tiene una sensibilidad, especificidad y precisién diagndstica buena para detectar

fibrosis significativa en pacientes con hepatitis cronica por VHC.
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6.- ESTUDIO II: VALIDACION EXTERNA DE LOS INDICES

APRI Y FORNS PARA EL DIAGNOSTICO DE CIRROSIS.
EVALUACION DE LA UTILIDAD DE LOS INDICES NO
INVASIVOS APRI, FORNS Y NIHCED PARA PREDECIR LA
EVOLUCION A CIRROSIS HEPATICA EN LOS PACIENTES
CON HEPATITIS CRONICA POR VIRUS C. FACTORES
PRONOSTICOS DE PROGRESION DE LA CIRROSIS

HEPATICA.

6.1.- MATERIAL Y METODOS

6.1.1.- Seleccion de pacientes.

Se seleccionaron de forma prospectiva y consecutiva aquellos pacientes con
hepatitis crénica por VHC evaluados en la Unidad de Hepatologia del Hospital de
Sabadell (Barcelona) y que se les habia realizado una biopsia hepatica desde
Enero-1993 hasta Diciembre-2003 y que cumplian los criterios de inclusion. A los
pacientes candidatos a participar en el estudio se les informo, bien las visitas de

control habituales, o mediante una carta de presentacion de estudio (Anexo 4).

A todos los pacientes se les repitié serologias para VHB y VIH, estudio de
hemocromatosis (hierro, ferritina e IST), hepatitis autoinmune (ANAs, anticuerpos
anti musculo liso), CBP (FA, AMAs), enfermedad de Wilson (ceruloplasmina) y

déficit de alfa-antitripsina (niveles de antitripsina).
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Los criterios de inclusion en la evaluacion basal fueron los siguientes:

- Pacientes con hepatitis crénica por VHC que se hubiesen realizado la
biopsia hepatica en el periodo establecido y que se hubieran realizado
todos los procedimientos previamente protocolizados; analitica completa
para descartar la siguiente concomitante enfermedades: hemocromatosis
(hierro, ferritina y hierro indice de saturacion), hepatitis autoinmune
(antinuclearpanel de anticuerpo o anticuerpo nuclear del musculo
lisoprueba), cirrosis biliar primaria (fosfatasa alcalina y anticuerpos
mitocondriales), la enfermedad de Wilson (ceruloplasmina), y la deficiencia
de a-antitripsina (a-antitripsina niveles), ecografia completa con valoracién
de los parametros predictivos de cirrosis hepatica y la biopsia hepatica en
los tres meses posteriores.

- Sin evidencia de cirrosis hepatica en la biopsia inicial.

- El consumo de alcohol < 30 g / dia en hombres y < a 20 g / dia en mujeres.

- No hay enfermedades concomitantes.

No se hepatitis B o la coinfeccién por el VIH.

Durante la evaluacion inicial, prospectivamente se habian registrado todos
los parametros necesarios para calcular las puntuaciones para los tres métodos no
invasivos. El indice de NIHCED fue calculado de forma prospectiva durante la
evaluacion inicial. Sin embargo, las puntuaciones de APRI y Forns se calcularon
retrospectivamente debido a que estos indices no se habian desarrollado y validado

cuando se obtuvieron las biopsias basales.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Parc Tauli de Sabadell (Barcelona) y disefiado segun las guias éticas de 1975 de la

Declaracion de Helsinki, revisado en 1983.

6.1.2.- Diseno del estudio.
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crénica por VHC. Los pacientes fueron evaluados en dos momentos de su

evolucién; en un momento basal y posteriormente de forma prospectiva.

a) Periodo basal.

Se reviso la historia clinica de todos los pacientes con hepatitis cronica
por virus C a los que se les habia realizado una biopsia hepatica desde
Enero-1993 hasta Diciembre-2003 y que cumplian los criterios de inclusion
anteriormente descritos. A todos ellos se les habia realizado historia clinica,
exploracion fisica, analitica y se les habia calculado el indice NIHCED de

forma prospectiva.

b) Periodo de seguimiento.

Todos los pacientes que incluian los criterios establecidos en el
periodo basal (ver apartado “seleccion de pacientes”) se revisé la historia
clinica. Se dieron las siguientes situaciones:

1. Habian recibido tratamiento antiviral y habian obtenido la respuesta
viral sostenida y por tanto habian sido dados de alta de la Unidad de
Hepatologia.

2. Estaban en tratamiento antiviral activo.

3. Seguian controles por los médicos de Atencidn Primaria.

4. Habian evolucionado a cirrosis hepatica detectandose en forma de
descompensaciones especificas de la cirrosis hepatica.

5. Seguian controles en nuestra Unidad de forma regular

6. Se habia perdido el seguimiento o lo hacian en otro centro

7. Habian fallecido en este periodo ya fuese por complicaciones de la

cirrosis o bien por otras enfermedades diferentes.

Los pacientes en los supuestos 1, 2, 6 y 7 fueron excluidos del estudio

posterior.

c) Periodo de valoracion prospectiva.

Todos los pacientes que cumplian los criterios de inclusion y ninguno
de exclusion fueron citados a las consultas externas de la Unidad de
Hepatologia mediante el envio de una carta a su domicilio en donde se
especificaba el motivo (Anexo 4). Una vez en la consulta externa, se les

explico de forma pormenorizada los procedimientos del estudio y firmaron
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el consentimiento informado (Anexo 5). A todos los que aceptaron, se les
realizo una historia clinica exhaustiva, realizacion de una analitica general

y una ECO doppler estandarizada.

d) Clasificacion de la fibrosis segun los métodos no invasivos

Los indices Forns, APRI y NIHCED fueron calculados en dos
momentos:

1. Periodo basal. Realizado en el momento de la biopsia basal, el
APRI y el indice Forns de forma retrospectiva (en el momento de la
biopsia basal estos indices no habian sido publicados), y el indice
NIHCED de forma prospectiva.

2. Periodo de valoraciéon prospectiva. En este caso, los tres indices se

calcularon de forma prospectiva.

Para ayudarnos en este proceso, creamos un Excel donde
introducir las variables y conocer los resultados de todos los indices. Fig.
29. (Anexo 1, 2, 3).

De esta manera, disponiamos de dos valores de métodos no
invasivos: la valoracién basal y valoracion prospectiva, con una diferencia

entre las dos determinaciones de al menos 4 arios.

Los pacientes fueron clasificados como “ausencia de fibrosis o
fibrosis minima” si el calculo de los tres métodos no invasivos presentaban

resultados concordantes con dicho resultado.

Los pacientes fueron clasificados como afectos de cirrosis hepatica

en caso de:

1. Durante el periodo de seguimiento (entre la primera biopsia y la
evaluacion prospectiva actual) habian presentado alguna
complicacion especifica de la cirrosis hepatica como ascitis,
hemorragia digestiva alta o encefalopatia hepatica o si en la
endoscopia digestiva habia varices esofagicas, signo indicativo
de hipertension portal y cirrosis hepatica.

2. Silos valores de los indices NICHED y APRI indicaban (ambos)

cirrosis hepatica (no se consideré el Forns porque en la
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validacion que realizé no definié el criterio de cirrosis, solo de

fibrosis significativa).

Cuando los resultados de los indices fueron discordantes o
indeterminados se le propuso al paciente la realizacion de una segunda
biopsia hepatica. El intervalo maximo entre la realizacion de la biopsia y los
resultados de laboratorio y ecograficos empleados para realizar los indices

fue de maximo 3 meses.

6.1.3.- Metodologia clinica basal.

A todos los pacientes seleccionados que aceptaron participar en el estudio,
se les realiz6é una historia clinica exhaustiva en donde se determiné la presencia
de enfermedades concomitantes: diabetes mellitus, dislipemia, HTA, asi como
medicacién habitual. Se recogié datos demograficos, antecedentes patoldgicos y
epidemioldgicos, y la posible presencia de descompensaciones relacionadas con
evolucion a cirrosis; ademas, se realizé una exploracién fisica por aparatos.

Anexo 6.

6.1.4.- Metodologia de laboratorio

A todos los pacientes se les realiz6 una analitica y serologias completas.

c) Determinaciones analiticas

Se realizaron las siguientes determinaciones: hemograma completo
con recuento de leucocitos totales con el porcentaje de neutrdfilos y
linfocitos, hemoglobina, volumen corpuscular medio, recuento de
plaquetas, tiempo de protrombina (ratio), albumina (mg/dL), bilirrubina total
y directa (U/L), creatinina (mg/dL), urea (mg/dL), FA (U/L), GGT (U/L), ALT
(U/L); AST (U/L), AST/ALT ratio y gammaglobulinas.
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d)

Se solicitd el estudio de Autoanticuerpos no organoespecificos
(ANOEs). Se incluyeron los siguientes: Antinucleares (ANA),
Antimitocondriales (AMA), Anti-musculo liso (AML), Antimicrosomales
hepato-renales (anti-LKM-1) por técnicas de inmunofluorescencia indirecta

sobre triple tejido.

Las crioglobulinas se determinaron mediante la extension a 37° C,
con separaciéon del suero y mantenimiento a 4° C durante 5 dias. Si eran
positivas, se centrifugaban a 4500 rpm a 4° C durante 30 minutos para
separacion del crioprecipitado que tras 4 lavados con PBS frio, se

cuantificaban y estudia por inmunoelectroforesis.

Determinaciones virolégicas

Se determiné la deteccién del RNA-VHC. En nuestro hospital, la

técnica empleada a partir de 2004 es la prueba Cobas Ampliprep/Cobas
Tagman HCV (Roche Diagnostics), que es una prueba de amplificacién in
vitro de acidos nucleicos a tiempo real para la determinacién cuantitativa
del ARN del VHC en plasma o suero (el instrumento Cobas Ampliprep para
el procesamiento automatizado de la muestra y el analizador Cobas
Tagman para la amplificacién y posterior deteccion del ARN
automatizadas).

Se basa en tres procesos principales: preparacion de la muestra
para extraer el ARN del VHC; transcripcion reversa del ARN objetivo para
generar ADN complementario (ADNc); y amplificacion mediante PCR del
ADNCc objetivo y deteccion simultanea (PCR en tiempo real) de una sonda
de deteccion oligonucleétida doblemente marcada y escindida especifica
del objetivo.

La prueba Cobas Ampliprep/Cobas Tagman permite la preparacion
automatizada de la muestra (aislamiento del ARN), seguido de una
transcripcién inversa, la amplificacion mediante PCR y la deteccién del
ARN también automatizadas. Determina concentraciones superiores a 15

Ul/mL e inferiores a 69 millones Ul/mL.

En aquellos pacientes que no tenian determinado su genotipo viral,
se les determiné. El genotipo fue realizado con la técnica de INNO-LiPA

HCV Il (Siemens Healthcare Diagnostics).
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6.1.5.- Metodologia de la ecografia hepatica

A todos los pacientes se realizé una ecografia-doppler hepatica estudiando

las 3 variables ecograficas necesarias para calcular el indice NIHCED, y que son:
1. Hipertrofia del I6bulo caudado (diametro > 4 cm)
Atrofia del 16bulo hepatico derecho (didmetro longitudinal < 9 cm)

Esplenomegalia (>13cm)

El equipo usado del 2003 al 2005 fue el Toshiba Aplio 80. Desde 2005 al
2010, Toshiba Aplio 80 XV, y a partir del afio 2010, el equipo Toshiba Aplio XG.

Todas las pruebas fueron realizadas por el mismo radidlogo del Estudio 1,
del centro UDIAT del Hospital de Sabadell.

6.1.6.- Metodologia de los indices predictivos de fibrosis hepatica

Como se ha comentado previamente, a todos los pacientes se realizaron
los indices APRI, Forns y NIHCED en el periodo basal (retrospectivo) y en el
periodo de valoracién prospectiva (momento actual), con una diferencia minima

entre las dos veces de 4 afos (Fig. 28. Anexo 2, 3, 4).

6.1.7.- Metodologia de la biopsia hepatica

Para la realizacion de las biopsias hepaticas fueron realizadas guiada por
ecografia empleando una aguja trucut automatica centrimetrada del 16 G (ACNO,
MediTech. Gainsville, EEUU).

Las muestras fueron fijadas y tefiidas con la misma metodologia del

Estudio 1 (pag. 115), y fueron revisadas por la misma patéloga que en el Estudio

1, la cual desconocia la historia clinica y los resultados de laboratorio de los
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pacientes. El grado de fibrosis fue evaluada mediante la escala de Knodell y
METAVIR.

6.1.8.- Metodologia estadistica

El andlisis estadistico se realizd con el programa SAS. La significancia

estadistica se consideré con p<0.05.
- Analisis Descriptivo
Las caracteristicas de los pacientes se expresaron como media = SD o

mediana y rango intercuartil, cuando la distribucion fue asimétrica. Anexo 7.

Se obtuvieron tablas resumen para todas las variables almacenadas

siguiendo el siguiente procedimiento:

* Variables cualitativas: Tabla de frecuencias con las frecuencias

relativas y absolutas. Representacién grafica mediante graficos de
barras o de sectores.

*+ Variables cuantitativas: Tabla con los estadisticos de resumen: N,

numero de datos faltantes (NMiss), Media, Mediana, SD y Valores

Minimo y Maximo.

Se han descrito las medias de la edad, IMC y el tiempo entre la
primera y la segunda evaluacién. El tipo de farmacos basales, el genotipo, y
el tipo de farmaco usado como tratamiento contra la hepatitis C y su
respuesta. Ademas, se ha descritos las caracteristicas de los hallazgos
ecograficos y de las biopsias, asi como el nimero de los pacientes a los que
se les realizaron y los que no. Se describi6 la fibrosis basal y la de control
(tanto segun el indice Knodell como METAVIR), y en especial, la evolucién

de la fibrosis en aquellos pacientes en que se repitio la biopsia.
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Analisis Bivariado

La variable de respuesta principal es Fibrosis METAVIR (con valores
0, 1, 2, 3, 4). Se consideraron los valores previos y los valores actuales por
separado. Para el andlisis de los valores previos se han utilizado todos los
pacientes. Para el analisis de los valores actuales se han utilizado los

pacientes que han aceptado hacer la biopsia o no necesitaban hacerla.

Se calcularon los factores predictivos de cirrosis usando el indice
METAVIR con el modelos FO—3 vs F4 (cirrosis).

Se ajustaron los modelos de regresion logistica ordinales bivariantes
considerando como variables explicativas cada una de las variables por
separado. Se han calculado Odds Ratio (OR) con el intervalo de confianza
del 95%.

Para las variables cualitativas se empleé el test de x> de Pearson, su
odds ratio y del IC al 95%, y se han representado a través de graficos de
barras. Para las variables cuantitativas se exploré si las variables
cuantitativas estudiadas cumplian con el criterio de distribucion normal
mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Cuando
cumplian la normalidad se calculaba la media y desviacion estandar (DE) se
aplicaba el test de Student y se representaba mediante histogramas. En
caso de que no cumpliera la normalidad, empleamos el test de Mann-
Whitney para dos muestras independientes, y su representacion a través de
box plot. Ademas, se han calculado la R de Pearson y la correlacion de
Spearman, segun fueran variables paramétricas o no paramétricas,

respectivamente.

Analisis Multivariante

Se realizd regresion logistica con los métodos “adelante razén de
verosimilitud —RV-“, “adelante Wald”, “atras RV”, “atras Wald” e “Introducir”,
usando aquella con mejor R? de Cox y Snell y R? de Nagelkerke, calculando

posteriormente su curva ROC.
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El estudio se hizo con variables continuas, incluso para los indices
Forns, APRI y NIHCED, pese a que en los dos primeros hay valores
intermedios entre los dos puntos de corte, en los que habria pacientes
inclasificados (Forns <4.21 y >6.9 para FO1 vs F34; APRI <1 y >2 para
cirrosis), y que en el caso del indice NIHCED, se han admitido como puntos

de corte para fibrosis significativa >6, y para cirrosis, punto de corte 222.

Las variables respuesta se han analizado como variables dicotomicas:
FOF1F2F3 vs F4. Por otro lado, los tres modelos (indice Forns, APRI y
NIHCED) fueron ajustados para predecir la evolucién de ausencia de fibrosis
(FO) a cirrosis (F4).

El poder predictivo de cada indice se obtuvo mediante el calculo de
sus respectivas curvas ROC, que posteriormente fueron representadas en el
mismo grafico, y se calculdé el AUROC con un intervalo de confianza de 95%
para cada curva. Ademas, se consideraron los cut-offs que maximizaban la

sensibilidad y especificidad de cada uno.

Arboles de decision
Se realiz6 estudio de los indices Forns, APRI y NICHED en el
diagnostico de cirrosis hepatica mediante la realizaciéon de arboles de

decision.

Se emplearon como variables, los indices de control como variables
continuas y la variable fibrosis de control (METAVIR), bien obtenida
mediante biopsia, o bien porque se trate de casos que habian desarrollado
cirrosis clinica, por tanto F4. Se han empleado los modelos que clasificaban

un mayor numero de pacientes son correctamente clasificados.
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6.2.- RESULTADOS

A. ANALISIS UNIVARIADO

6.2.1.- Descripcion general de la muestra. Caracteristicas epidemiolégicas y

clinicas.

Estudio prospectivo realizado entre Enero de 2008 hasta Septiembre de 2011. El
seguimiento tuvo un minimo de 4.08 afios y un maximos de 16.82 afios, con una media
de 10.95 afos. Fig. 33.

a) Periodo basal.

Un total de 514 pacientes con infeccion por VHC y biopsia hepatica
basal realizada entre Enero de 1993 y Diciembre de 2003 fueron valorados para
su inclusién en el estudio. De ellos, 137 pacientes fueron excluidos al no cumplir
los criterios de inclusion o presentar criterios de exclusion, quedando un total de
377.

b) Periodo de seguimiento.

Se revisaron las historias clinicas de los 377 pacientes restantes,
87 fueron excluidos porque habian recibido tratamiento antiviral y estaban en
RVS, porque estaban en tratamiento antiviral activo o bien, porque no se pudo

contactar con ellos, quedando un total de 290 pacientes.

c) Periodo de valoracion prospectiva.

Finalmente, en el estudio se incluyeron 290, de los cuales, 142
(48.97%) pacientes se les repitiod la biopsia hepatica y a 148 (51.03%) pacientes
no se realizd biopsia por diferentes motivos:
- 33 pacientes no aceptaron biopsia
- 9 pacientes con enfermedad concomitante o senectud
- 17 pacientes sin fibrosis significativa por dos indices (APRI y NIHCED)
- 14 pacientes con cirrosis por los tres indices
- 29 pacientes con clinica de cirrosis
- 46 pacientes éxitus, bien en periodo entre la biopsia basal y el inicio
del estudio, o bien durante la fase de valoracion prospectiva, algunos

de ellos con cirrosis establecida.
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514 pacientes con hepatitis cronica
por VHC y biopsia hepatica

137 pacientes eliminados por:

- Enfermedad hepatica
concomitante

- Enfermedad con mal prondstico a
corto plazo

- Co-infeccion con VIH y/o VHB

- ADVP

- Consumo de enol

- Cirrosis ya establecida clinica o
histolégicamente

- Mala calidad de la historia clinica

Vv

377 pacientes: revision de la historia clinica

87 pacientes eliminados por:

- Control en otro hospital: 13
pacientes

- Tratados y con RVS: 11 pacientes

- En tratamiento activo: 6 pacientes

- No se pudo contactar: 57
pacientes

Vv

290 pacientes incluidos

148 pacientes no se realiz6 biopsia:

- 33 pacientes no aceptaron biopsia

- 9 pacientes con enfermedad
concomitante o senectud

- 17 pacientes sin fibrosis
significativa por los tres indices

- 14 pacientes con cirrosis por los
tres indices

- 29 pacientes con cirrosis

- 46 pacientes éxitus

Vv

142 pacientes repitieron la biopsia hepatica

Fig. 33: Pacientes incluidos en el Estudio 2
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Los 290 pacientes finalmente reclutados pertenecian a tres grupos
diferentes (Fig. 34):

1.

Pacientes que desarrollaron complicaciones especificas de cirrosis
hepatica entre el momento de su primera biopsia y el inicio del
estudio, N = 29 (10%)

Pacientes con hepatitis cronica por VHC (N = 213; 73.45%), algunos
de ellos controlados en nuestra unidad (N = 108; 50.70%), y
pacientes a los que se les habia perdido el control y con los que
pudimos contactar y aceptaron participar en el estudio (N = 105;
49.3%). De estos 105 pacientes con los que pudimos contactar,
durante el estudio, a algunos de ellos se les diagnosticd de cirrosis
hepatica (N = 15; 14.29% sobre los 105)

Pacientes que habian sido éxitus (N total = 46; 15.9%). Estaba
formado por dos grupos: aquellos que fallecieron entre la primera
biopsia y el inicio del estudio (N = 35; 76.01%), y los que fallecieron

durante el periodo de recogida de datos, 11 pacientes (30.56%).

Pacientes reclutados (N=290)

= Cirosis = Hepatitis crénica = Exitus

Hepatitis Cronica

= Control en |a unidad Reclutades

gt

Fig. 34: Pacientes reclutados (N=290)
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Al final del estudio, el nUmero de pacientes con cirrosis era de 61 sobre 290
(21.03%), de los cuales 29 (47.54%) eran pacientes que desarrollaron CH entre su
primera biopsia y el inicio del estudio, diagnosticada a raiz de alguna
descompensacion especifica de la cirrosis o por la presencia de varices esofagicas
en la endoscopia. De los 32 pacientes restantes que desarrollaron cirrosis, 18
(29.51% sobre los 61 pacientes) fueron diagnosticados de cirrosis hepatica durante
el periodo de recogida de datos, siendo controlados en nuestra Unidad, y 14
pacientes (22.95%) no seguian control en la Unidad y formaban parte de los
pacientes con los que pudimos contactar. La tasa de incidencia de cirrosis fue de

2.01 nuevos casos por cada 100 pacientes por ano de seguimiento.

A ellos se afaden 6 pacientes que desarrollaron CH durante el estudio y que
ademas fueron éxitus en el mismo periodo, y 22 pacientes que habian desarrollado
cirrosis y habian sido éxitus entre su primera biopsia y el inicio del estudio.
Finalmente, si incluimos los pacientes fallecidos, el grupo de cirréticos total fue de
90 (31.03% sobre 290 totales). La tasa de incidencia de éxitus fue de 1.52 por cada

100 pacientes por afio de seguimiento.

Total de cirréticos vivos al final del estudio: 61 pacientes (sobre 290) (21.03%)

Tasa de incidencia de cirrosis: 2.01 nuevos casos por cada 100 pacientes/afio de

seguimiento

Total de cirréticos (vivos y éxitus): 90 (31.03% sobre 290 totales).

Tasa de incidencia de éxitus: 1.52 por cada 100 pacientes por afio de seguimiento

Pacientes que  desarrollaron

cirrosis entre la primera biopsia y ——> N=29 (47.54% sobre 61)
el inicio del estudio (periodo de (32.22% sobre 90)
seguimiento)

N=18 (29.51%) pacientes controlados
en la unidad

Pacientes con hepatitis crénica al
inicio del estudio (N=213) y que = N=32 (51.6% sobre 61)
desarrollaron cirrosis durante el (35.5% sobre 90)

periodo de valoracién prospectiva

N=14 (22.95%) pacientes contactados

Exitus totales (N=46)

N=35 entre la biopsia =——> Exitus+CH con N=22 (24.4% sobre 90)

basal y el inicio del estudio

N=11 durante el periodo ——> Exitus+CH con N=6 (6.7% sobre 90)

de valoracioén prospectiva
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De los 290 pacientes, 147 (50.7%) pacientes eran mujeres. La edad media

fue de 59.4 afios £ 13.14 (rango de edad 23-89 anos). De los 290 pacientes, se

pudo volver a realizar el estudio analitico y ecografico en 250, ya que 40 pacientes

fueron éxitus: 35 pacientes entre la biopsia basal y el inicio del estudio y 5 pacientes

durante el estudio sin que pudiéramos incluirlos antes del fallecimiento.

En las Fig. 35 y Fig. 36 se puede ver las variables estudiadas, cuantitativas

y cualitativas, con su media + desviacion estandar (DE) y el rango.

Desviacion

Variable N Media estandar Rango
Edad (afios) 250 9.4 13.14 23-85
Peso (Kg) 194 7287 14.25 45176
MC 191 27.22 4.41 18.49-58.13
TF inicial 290 1.03 0.075 0.91.5
TP control 250 1.04 0.12 0.86-1.84
INR control 249 1.04 0.14 0.8-2.05
Plaguetas
previas (x 109 290 189.32 61.07 37406
Plaguetas
cnntrgl x 109 250 178.45 69 44 31456
AST inicial 290 71.93 53.67 16-490
AST control 250 56.98 48.41 14-420
ALT inicial 290 107.38 78.322 21-592
ALT control 250 79.87 h5.25 13431
AST/ALT inicial 290 0n.72 0.28 0.29-2 64
ASTIALP 250 0.9 0.35 0.42.2.72
control
Colesterol
inicial 290 180 35.1 75-313
Colesteral 250 169.89 35.51 83-265
control
W inicial 140 T67753.25 1227711.82 1190-12335356
CV control 232 BI6T446.72 B269508.48 A01-43912332
Glucosa inicial 289 104 .42 3554 B3-35.54
Glucosa control 250 118.52 48.88 71-48.88
HOMA control 218 3.734 2.81 0.25-21.1

Fig. 35: Variables cuantitativas basales
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Variable N total N %
Sexo (Hombre/Mujer) 290 143/147 49,3/50,7
Enfermedades concomitantes
HTA 290 92 31,7
DM 290 47 16,2
DLP 290 20 6,9
Antecedentes epidemoldgicos
Transfusion 200 124 428
ExXADVP 290 11 3,8
Hepatitis aguda 290 19 6,6
Habito endlico
(<30 g/dia 3/<20 g/dia Q)
Enol activo 289 25 8,6
Ex enol 290 48 16,6
Habito tabaquico
Fumador activo 288 70 24 1
Ex fumador 282 66 22,8
Habito farmacoldgico
(N pacientes con tratamiento=154) 290
Antihipertensivos 290 91 31,4
Antidiabéticos 290 32 11
Insulina 290 13 4,5
Estatinas 290 10 3,4
Coticoides 290 6 2,1
Inmunosupresores 290 2 0,7
Tipos Genotipo
290 258 89
126 1b 290 226 77,9
2 290 10 3,4
3 290 9 3,1
42 6 4¢ 290 13 4,5
Tratamiento VHC
Hicieron tratamiento 590 168 579
IFN 168 81 27,9
IFN+Riv 168 54 18,6
IFNp+Riv 168 59 20,3
Un tratamiento 168 143 85,12
Dos tratamientos 168 24 14,29
Tres tratamientos 168 1 0,59
Respuesta al tratamiento 290 171 59
No respuesta 111 38,3
Recidiva post-tratamiento 33 11,4
Contraindicacion 1 0,3
Negativa a realizar tratamiento 3 1
Abandono por complicaciones 23 7,9

Fig. 36: Variables cualitativas basales
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Frecuencia

La media de edad de estos 250 pacientes en el momento basal fue de 48.98
anos + 12.57, y el grupo de edad mas frecuente fue el comprendido entre los 50-59
anos (31.7%). En la evaluacién prospectiva (N=230 pacientes a los que se les pudo
evaluar su estado de fibrosis, Fig. 44), la edad media fue de 58.68 + 12. 78, y el

grupo de edad mas frecuente fue le comprendido entre los 60-69 afos (24.8%)
Fig.37.

20-29 afios  30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 20-29 30-39 40-49 a0-39 60-69 T0-79 80-89

..4 anos
grupos de edad basal (afios) grupos de edad control (afios)

Fig. 37: Frecuencias por grupos de edad

La media de tiempo (afios) entre la biopsia basal y la segunda (del estudio)
fue de 10.95 afios (DE 2.95 afos) con un minimo de 4.08 afios y maximo de 16.82

anos (N=250). La ultima biopsia se realiz6 el 27 de noviembre de 2013. Fig. 38.

Rangol=4-6.99 afios []
Rango 2= 7-9.99 afios [
Rango 3= 10-12.99 afios (|

Rango 4= 13-15.99 afios =

Rango 5= 16-18.99 afios |

Frecuencia

1m0 2 300 4m 500

Aiios de diferencia entre la primeray segunda visita
(rango}

Fig. 38: Afios de diferencia entre la primera y segunda visita (rango) (N=250)
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La media del IMC fue de 72.87 (N=191), con IMC normal en el 29.8% de los
pacientes (57 pacientes), sobrepeso en el 50.8% (97 pacientes) y obesidad en
19.4% (37 pacientes). El 59% de los pacientes (91 pacientes) tomaban tratamiento
antihipertensivo, seguido de un 11% (32 pacientes) en tratamiento con

antidiabéticos orales. Fig. 39.

Farmacos

m Antihipertensivos m Antidiabéticos orales = Insulina

Estatinas Corticoides ® [nmunosupresores

Fig. 39: Tratamiento habitual (N=154)

Se pudo conocer el genotipo en 258 pacientes (89%) de los 290. El genotipo
mas frecuente fue el genotipo 1a/1b con 226 pacientes (77.9%). Fig. 40.

Genotipos

g 1aib = 77.9% (226 pac)

mgla/b

mg?2 g2=3.4% (10 pac)

mg3 g3=3.1% (9 pacientes)

mgd daic=45% (13 pac)
perdidos

Perdidos=11.03% (32 pac)

Fig. 40: Frecuencia de los genotipos de VHC

De los 290 pacientes, 168 (57.9%) habian realizado tratamiento antiviral sin
que respuesta al mismo. El tratamiento mas empleado fue el IFN con un 27.9% (81
pacientes), seguido de IFNp+Riv con un 20.3% (59 pacientes), y por IFN+Riv con
18.6% (54 pacientes). El 85.12% (143 pacientes) de los pacientes que recibieron
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tratamiento soélo realizaron 1 tratamiento, el 14.3% (24 pacientes) recibieron 2

tratamientos, y el 0.6% (1 paciente) recibi6 las tres pautas de tratamiento. Fig. 41.

Tratamiento VHC (N=168)

30

25

20

18.6% mIFN
15 ’ .
IFN+Riv
10 u IFNp+Riv
5
0
IFN IFN+Riv IFNp+Riv

Fig. 41: Frecuencia de los tratamientos (N=168)

De los pacientes tratados, el 57.9% o bien no respondieron o bien el
tratamiento fue suspendido. ElI 38.3% (112 pacientes) no respondieron al

tratamiento, y el 11.4% (33 pacientes) recidivaron. Fig. 42.

Respuesta la tratamiento tratamiento.
Causas de porque no se realizé

No respuesta=38.6% (112 pac)

# No respuesta Recidiva=11.4%(33 pac)

Recidi
BigecA Complicaciones=7.9% (23 pac)
Complicaciones

= Contraindicado Contraindicado=0.3%(1 pac)

# No tami
TP I No aceptatto=0.7% (2 pac)

Fig. 42: Respuesta al tratamiento y porqué no se realizé tratamiento (N=171)
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De los 290 pacientes, se considero el estado de fibrosis de control en 230
pacientes (Fig. 44). 142 pacientes (49%) a los que realizamos la biopsia; 17
pacientes (5.9%) que tenian los tres indices negativos para fibrosis significativa; 14
pacientes (4.8%) con los tres indices positivos para cirrosis; 29 pacientes (10%) con
cirrosis conocida al haber desarrollado clinica de la misma; y 28 pacientes (9.65%)
que fueron éxitus, de ellos, 22 pacientes (7.6%) que fueron éxitus con cirrosis
conocida previo al inicio del estudio y otros 6 pacientes (2.1%) que desarrollaron

cirrosis y fueron éxitus durante el periodo de estudio. Fig. 43.

Evaluacidn de fibrosis (N=230)

61.74% .
160 - L Ex'rtuacun clinica de CH previa al estudio
S [ ] Exitus con clinica de CH durante el estudio
0140
=]
=
5 120
()
100
[:H]
=
o B0
=
@ 60
=
o 20 12.6% 9.56%
(=]
= 7.4% 6.1% A o1
i - = B E—
Z, RV - Y-
5e hizo biopsia Scores Scores positivos Cirrosis Exitus

negativos hepatica

Fig. 43: Pacientes evaluados (N=230)
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290 pacientes incluidos

141 hepatitis

crénica (61.30%):
124 por

biopsia

46 éxitus:

- 18 por causas
diferentes a CH
22 CH y éxitus en
periodo de
seguimiento
6CH y éxitus en
periodo prospectivo

evaluar su
control:

33
biopsia (11

enfermeda
18

60 pacientes descartados para

9 no se hizo por

diferentes a cirrosis (6.2%)

estado de fibrosis de

no aceptaron repetir la
4%)

d (3.1%)
fallecidos por causas

A 4

89 cirréticos (38.69%):
29 por clinica de CH
18 por biopsia, de

(87.32% de las
biopsias)
(53.91% sobre 2
230)

17 por indices

230 pacientes para
evaluar su estado de

fibrosis

los cuales 4
desarrollaron
clinica de CH
durante el estudio
14 por indices (de

(7.4%)

142 biopsias
(61.74%)

!

18 pacientes (12.68% de
las biopsias) (7.82% sobre
230) se les diagnostico de
F4 (cirrosis) - 4
desarrollaron clinica de
CH durante el estudio y
tras la biopsia

los cuales, 6
desarrollaron clinica
de clinica de CH

N=88 (38.26%)

durante el estudio)
22 éxitus en periodo

de seguimiento

- 6 éxitus en periodo
prospectivo

Fig. 44: Clasificacion de los 290 pacientes

17 pacientes con los 3 indices
negativos para fibrosis
significativa (7.4% sobre 230)
14 pacientes con los 3 indices
positivos para cirrosis (6.08%
sobre 230) — de los que 6
pacientes desarrollaron clinica
de CH durante el estudio

29 pacientes con cirrosis entre
la primera biopsia y el inicio del

estudio (periodo de
seguimiento) (12.61% sobre
230)

22 pacientes fallecidos con
cirrosis entre la primera biopsia
y el inicio del estudio (periodo
de seguimiento) (9.56% sobre
230)

6 pacientes fallecidos con
cirrosis durante el periodo de
valoracion prospectiva (2.61%
sobre 230)
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De los 290 totales evaluados, a 60 pacientes no entraron el estudio, dado
qgue no pudimos determinarles los indices invasivos o hacerles la biopsia de control.

De los 33 pacientes (11%) que no aceptaron repetir la biopsia, la ratio 3:Q fue

19:14 y con una media de edad de 51 afios £ 15.27 (rango 28 y 83 afos). La media
en anos entre la biopsia basal y el control del estudio fue de 11.73 afos + 3.27
(rango entre 4.39 y 16.78 anos), con indice METAVIR en 21 (63.7%) era FoF1 y 12
pacientes (36.4%) F=2. El genotipo mas frecuente fue el 1a/b con un 87.9% (29
pacientes). El 48.5% (16 pacientes) recibieron tratamiento, de los cuales, 11
pacientes (33.3%) no respondieron, 3 pacientes (9.1%) recidivaron y 1 paciente

abandond por complicaciones asociadas al mismo.

En el resto de los 230 pacientes pudimos hacerles el control del estado de
fibrosis a través de los indices predictivos, y en caso necesario, la biopsia hepatica.

Fueron clasificados de la siguiente manera:

“Ausencia de fibrosis significativa o fibrosis minima” dado que los tres indices

invasivos eran concordantes para ello, por lo que no fue necesario realizar biopsia
control, N=17 (7.4% sobre 230). La ratio &:Q fue de 5:12, con una media de edad

de 42.6 afos £ 5.6 con rango entre 34 y 55 afos. La media en afios entre la biopsia

basal y el control del estudio es de 10 afos + 1.9 (rango 6.82-13.78). Ningun
paciente presentaba hipertension, diabetes o dislipemia. El genotipo mas frecuente
fue el 1a/b con un 82.4% (14 pacientes), 2 pacientes (11.8%) genotipo 3 y 1
paciente del que desconocemos el genotipo.

Soélo 11 pacientes recibieron tratamiento, de los cuales, 7 pacientes
(41.2%) no hubo respuesta, en 3 pacientes (17.6%) hubo recidiva y 1 paciente
abandoné el tratamiento por complicaciones asociadas al mismo. En la biopsia
basal (METAVIR) la fibrosis era FO en 8 pacientes (47.1%) y F1 en 9 pacientes
(52.9%).
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2.

Clasificados como cirréticos (N=89; 38.69%). Fig. 45.En este caso, el diagndstico

de cirrosis se hizo a través de cuatro formas:

Evolucién de cirrosis (N=89)

B Controlados en la unidad

Reclutados B Entre basal e inicio del estudio

¥ Entre inicio y final de estudio

N=12

N=25

Entre primera biopsia e inicio de Hepatitis cronica (N=32) Exitus (N=28)

a)

estudio (N=29)

Fig. 45: Pacientes que evolucionan a cirrosis (N=89)

Pacientes que desarrollaron clinica de cirrosis en el periodo de

seguimiento. Con un total de 29 pacientes (12.61%), y excepto 2
pacientes que no seguian controles en ningun centro, el resto seguian
controles en la Unidad de Hepatologia. La ratio 4:Q era 14:15, y la
media de edad fue de 67.41 anos +9.5 afios (rango 43-84). El tiempo
entre la primera biopsia y el control del estudio fue de 10.66 afios + 2.72
afos (rango 5.6-16.6 anos). De los 29 pacientes, 14 habian sido
transfundidos, 2 eran ex-ADVP y 5 pacientes tenian antecedentes de
hepatitis aguda.

El 44.8% eran hipertensos, el 20.7% eran diabéticos, y el
6.9% dislipémicos. De ellos, 3 pacientes (10.34%) eran hipertensos y
diabéticos, y 1 paciente (3.45%) era diabético y dislipémico. Un total de
24 pacientes (82.8%) eran genotipo 1a/b, 2 pacientes (6.9%) genotipo 2,
otros 2 pacientes (6.9%) son genotipo 3, y 1 paciente (3.45%) era
genotipo 4. De los 29 pacientes, 20 (69%) recibieron tratamiento, y 5 de
ellos recibieron dos. Un total de 13 pacientes no respondieron, 2
pacientes recidivaron, y 5 pacientes abandonaron por complicaciones.

De los 29 pacientes, 27 pacientes (93.1%) desarrollaron
varices esofagicas, y de ellos, 8 pacientes presentaron al menos otra

complicacién. Ademas, 5 pacientes (17.2%) desarrollaron

157



158

hepatocarcinoma, 4 (13.8%) ascitis, 2 (6.9%) hemorragia digestiva alta,

y 1 (3.4%) encefalopatia hepatica. Fig. 46

Fibrosis
.. APRI | Forns | NIHCED
Descompensacion basal | Basal basal METAVIR
basal
Varices 0.54 7.58 46 3
Varices 1.23 9.74 36 3
Varices 1.26 9.32 51 3
Varices 1.36 8.41 23 3
Varices 1.37 94 33 3
Varices 1.54 8.56 20 1
Varices + Ascitis 1.70 9.88 61 3
Varices 1.88 9.05 39 3
CHC 1.89 8.95 19 1
Varices + CHC + 206 | 10.21 39 3
Ascitis
Varices + Ascitis 2.15 9.18 35 3
Varices + CHC 2.16 11.44 51 3
Varices 2.19 7.76 36 3
Varices + CHC 2.20 10.16 55 3
Ascitis + Encefalopatia | 2.27 8.24 48 1
Varices 2.30 8.33 39 3
Varices + HDA 2.69 9.2 45 3
Varices 3.31 13.42 51 3
Varices 3.32 8.04 59 3
Varices 3.66 9.76 42 3
Varices 4.14 9.09 45 1
Varices 5.26 10.39 38 3
Varices + CHC 6.3 8.54 61 3
Varices 6.68 11.37 45 3
Varices 7.11 9.04 55 3
Varices 7.38 8.77 28 3
Varices + HDA 8.36 11.66 55 3
Varices 9.87 9.16 45 1
Varices 9.96 11.98 70 3

Fig. 46: Relacion de los indices y el desarrollo de complicaciones asociadas a cirrosis

b) Mediante biopsia. Un total de 18 pacientes en la segunda biopsia

estaban en fase de cirrosis (F4). De ellos, 10 pacientes mantenian
controles en la Unidad de Hepatologia y 8 habian sido reclutados en el
periodo de seguimiento. De los 18 pacientes, 4 pacientes desarrollaron
clinica de CH durante el estudio: 3 pacientes con CHC (15,8%) y 1
paciente (5,26%) con varices esofagicas.

La ratio &:Q era 11:8, y la media de edad fue de 66.37 afos

+11 afios (rango 41-82). El tiempo entre la primera y la segunda biopsia
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fue de 10.95 afos + 3,3 afios, con un rango entre 4,08 y 16,38 afos. De
los 18 pacientes, 11 habian sido transfundidos.

El 52.6% eran hipertensos, el 36,8% eran diabéticos, y el 2%
dislipémicos. De ellos, 5 pacientes (26.32%) eran hipertensos y
diabéticos, y 2 pacientes (10.53%) eran hipertensos, diabéticos y
dislipémicos.

Un total de 16 pacientes (88.89%) eran genotipo 1a/b, y 2
pacientes (11,11%) eran genotipo 2. De los 18 pacientes, 11 recibieron
tratamiento, y 3 de ellos recibieron 2 tratamientos. Unos 8 pacientes
(42.1%) no respondieron, 2 pacientes (10,5%) recidivaron, y 1 pacientes

(5,3%) abandoné por complicaciones.

Mediante los 2 indices predictivos positivos para cirrosis. Con un total

de 14 pacientes, de los cuales 6 desarrollaron clinica de CH durante el
periodo de valoracion prospectiva. De los 14 pacientes, 4 (28.57%)
fueron reclutados para el estudio, y los otros 10 ya seguian controles en
nuestra Unidad.

La media de edad de los 14 pacientes era de 68.14 + 10.4
afos (rango 46-79). La ratio 3:Q fue de 5:9. De ellos, 7 pacientes eran
hipertensos, 3 diabéticos y 2 dislipémicos, y 1 paciente presentaba las
tres enfermedades y estaba en tratamiento con insulina. Cuatro
pacientes tienen antecedentes de transfusion sanguinea y 2 pacientes
de hepatitis aguda.

Todos eran genotipo 1a/b; 9 pacientes hicieron tratamiento:
5 con IFN, 4 con IFN+Riv y otros 4 con IFNp+Riv, y 1 paciente recibié
los 3 tratamientos. De los 9 pacientes, 6 no tuvieron respuesta, 1
paciente recidivd y otros 2 pacientes abandonaron el tratamiento por
complicaciones (entre ellos, el paciente que habia recibido los tres

tratamientos).

Exitus por causas asociadas a cirrosis. Un total de 28 pacientes

(12.17%) fallecieron a consecuencia de complicaciones asociadas de
cirrosis. De ellos, 22 pacientes (9.56%) fueron éxitus en el periodo de
seguimiento, y 6 pacientes (2.6%) durante el periodo de valoracion

prospectiva.
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La ratio 4:Q era 16:12. La media de edad fue de 71.96 afios
+ 1042 (rango 41-84). El 42.9% (12 pacientes) habian sido
transfundidos. De los 46 pacientes, 11 (39.3%) eran hipertensos, 10
pacientes (35.7%) diabéticos y 5 pacientes (17.9%) dislipémicos, y 1
paciente presentaba las tres patologias.

Solo conocemos el genotipo en 10 pacientes (35.7%), los
cuales eran todos genotipo 1a/b. Recibieron tratamiento 11 pacientes,
10 con IFN y 3 con IFN+Riv, 7 pacientes sin respuesta, 1 con recidiva
post-tratamiento y 3 abandonaron por complicaciones.

Las complicaciones asociadas a la cirrosis que desarrollaron
se pueden ver en la Fig. 47. Al menos 8 pacientes presentaron 2
complicaciones, 2 pacientes presentaron 3 complicaciones, y 3

pacientes presentaron 4 complicaciones.

Complicaciones asociadas a cirrosis en
pacientes éxitus (N=28)

= Ascitis HDA = Encefalopatia hepatica CHC Varices esofagicas

29%

p—

27%

Fig. 47: Complicaciones asociadas a cirrosis en paciente éxitus (N=28)

De los 6 pacientes que desarrollaron clinica de cirrosis
(2.6%) durante el periodo de valoracion prospectiva, 4 pacientes tenian
el indice APRI que indicaban “No fibrosis significativa”. Como
complicaciones, desarrollaron ascitis (4 pacientes), encefalopatia
hepatica (2), CHC (2 pacientes), varices esofagicas (3) y HDA (1

paciente).

En los 28 pacientes, las causas mas frecuentes de éxitus
fue la propia cirrosis hepatica (25%) seguido de carcinoma

hepatocelular (21.4%). El tiempo medio entre la biopsia basal y la fecha
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de fallecimiento fue de 8.1 afios * 3.46 (rango 1.16- 13.93 afios). Fig.
48.

Causas de éxitus (N=28)

Cirrosis m CHC Infecciones/sepsis Cancer Cardiovascular HDA m Otras

4%

Fig. 48: Complicaciones asociadas a cirrosis en paciente éxitus (N=28)

En la Fig. 49 se puede ver la media £ DE en afios entre la
biopsia basal y la aparicién de las diferentes complicaciones asociadas

a cirrosis en los pacientes éxitus.

Ascitis HDA | Encefalopatia| o0 Varices
Hepatica esofagicas
N (%) 12 (42.86%) | 5 (17.86%) 5 (17.86%) 14 (50%) | 15 (53.57%)
e
ME'E')'E | 6141432 | 347 +-276 | 44241327 | 655 +1-327 | 343 +1-1.83
Rango 0.2313.9 0.04.6.69 1.058.13 1.7613.01 | 0.0410.55

Fig. 49: Media en afios entre la biopsia basal y la aparicion de complicaciones (N=28)

En la Fig. 50 se puede ver la media en afios entre la biopsia
basal y el fallecimiento en los 28 pacientes, segun su fibrosis basal
(METAVIR) y las complicaciones que desarrollaron cada paciente (se
marcan los 6 pacientes que desarrollaron clinica de cirrosis durante el

periodo de valoracién prospectiva).
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Tiempo medio
Fibrosis Complicaciones entre b|9p_$|a
basal y éxitus
(anos)
Encefalopatia hepatica 6.37
F2 Ascitis; HDA; Encef.hepética; 116
CHC; VE )
Ascitis 5.45
Encefalopatia hepatica; Ascitis 2,31
3.86
5.84
5.85
CHC 9.10
10.96
11.75
CHC; Ascitis 13.93
CHC; HDA 4.98
CHC; Encef. Hepatica; Ascitis 8.97
6.75
Varices esofagicas 7.52
F3 9.70
10.32
. r — 1.92
Varices esofagicas; Ascitis 116
13.19
Varices esofagicas; HDA 13.76
Varices esofagicas; 1.16
Encef.hepatica; HDA; Ascitis 7.61
7.38
Varices esofagicas; CHC 7.46
9.73
Varices esofa.g_lcas, CHC; 1057
Ascitis
Varices esofagicas; CHC; 6.79
Ascitis; HDA ’

Fig. 50: Media en afios entre biopsia basal y fecha de éxitus segun su estado de fibrosis y
sus complicaciones (N=28)

CHC: carcinoma hepatocelular; HDA: hemorragia digestiva alta

Un total de 6 pacientes fueron diagnosticados de CHC (2.1%); 3 de ellos se
trataban de pacientes que habian perdido controles en la unidad y por el médico de
familia y que fueron reclutados para el estudio, con los dos indices positivos para cirrosis
y con una ECO donde se diagnosticd el CHC, estando los 3 asintomaticos y sin

descompensaciones previas de otro tipo; 2 de ellos, fueron éxitus.
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De los 61 pacientes vivos con cirrosis, 29 pacientes habian
desarrollado clinica de cirrosis en el periodo de seguimiento, y por tanto
asumimos que su estado de fibrosis de control era F4 (Fig. 51). Los
otros 32 pacientes estaban diagnosticados de hepatitis cronica en el
momento basal, y de ellos, 10 pacientes (31.25% sobre los 32 pacientes
con hepatitis cronica) desarrollaron clinica de CH durante el periodo de

valoracién prospectiva.

T
Complicacién N (%) M;:;Zn!(;faig:f]
Ascitis 4 (6.6%) 7-(;68 :;8 18.8331
474 +-361
HDA 2(3.3%) (2.19-7.30)
Encefalopatia hepdtica 1(1.6%) 6.02
4.03 +-2.93
CHC 8 (13.1%) (7.73-16.42)
Varices esofigicas 30 (49.2%) 8(26?;15383]5

Fig. 51: Complicaciones y media en afios de su aparicion desde la biopsia basal

La ratio 4:Q fue de 31:30, con una media de edad de 67.11
afnos + 10.4 (rango 41-84 afios). En 28 pacientes (45.9%) tenian
antecedentes de hipertension, 17 pacientes (27.9%%) de diabetes y 6
pacientes (9.8%) de dislipemia. Unos total de 27 pacientes (44.3%)
tenian antecedentes de transfusion, 2 pacientes (3.3%) eran ex ADVP y

7 pacientes (11.5%) tenian antecedentes de hepatitis aguda.

El genotipo mas frecuente era el 1a/b con 54 pacientes
(88.5%), seguido del genotipo 2 con 3 pacientes (4.9%), el genotipo 3

con 2 pacientes (3.3%) y 1 pacientes (1.6%) con genotipo 4.

Un total de 41 pacientes (67.2%) realizaron tratamiento: 19
pacientes (31.1%) con IFN; 6 pacientes (26.2%) con IFN+Riv, y 17
pacientes (27.9%) con IFNp+Riv. En 28 pacientes (45.9%) no hubo
respuesta, en 5 pacientes (8.2%) hubo recidiva, 8 pacientes (13.1%)

abandonaron el tratamiento por complicaciones asociadas al mismo.
En la biopsia basal, hay 2 pacientes (3.3%) con FO, 15

(24.6%) con F1, 6 pacientes (9.8%) con F2 y38 pacientes (62.3%) con
F3.
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Necesidad de realizar biopsia de control por indices discordantes, con una N=142

(61.74% de los 230). La ratio J:9 es de 76:66, con una mediana de edad de 61
anos + 11.9 con rango entre 23 y 84 afos. La media entre la biopsia basal y la de
control del estudio es de 10.85 afios + 3.1 con rango entre 4.1 y 16.82 afios.

En 42 pacientes (29.3%) tenian antecedentes de hipertension, 20
(14.1%) de diabetes y 8 (5.6%) de dislipemia. 63 pacientes (44.4%) tenian
antecedentes de transfusion, 6 (4.2%) eran ex ADVP y 5 (3.5%) habian presentado
un episodios de hepatitis aguda. El genotipo mas frecuente era el 1a/b con un
85.9% (122 pacientes), seguido del genotipo 4 con 10 pacientes (7%), el genotipo 2
con 6 pacientes (4.2%) y el genotipo 3 con 4 pacientes (2.8%).

Un total de 93 pacientes (65.5%) realizaron tratamiento. En 62
pacientes (43.7%) no hubo respuesta, en 22 (15.5%) hubo recidiva, 1 (0.7%)
presentaba contraindicaciones al tratamiento y 9 (6.3%) abandonaron el tratamiento
por complicaciones asociadas al mismo.

Como complicaciones durante el estudio, 4 pacientes (2.81% sobre
142 biopsias) desarrollaron clinica de cirrosis: 3 pacientes (2.11% sobre 142
biopsias) desarrollaron CHC y 1 paciente (0.7% sobre 142 biopsias) varices

esofagicas.

6.2.1.1.- Descripcion general de la muestra. Caracteristicas de los pacientes éxitus.

164

De los 290 inicialmente evaluados, unos 46 pacientes (15.86%)
resultaron éxitus al final del estudio. De ellos, 35 pacientes (12.1%) fallecieron
entre su primera biopsia y el inicio del estudio, y otros 11 pacientes (3.8%) fueron
éxitus durante el estudio. De los 46 pacientes, 28 pacientes (9.65%)
desarrollaron cirrosis, como hemos visto con anterioridad, mientras que 18 fue
por otras causas diferentes. Entre las causas mas frecuentes de éxitus son las
propias de la cirrosis (15.2%) y el cancer diferente al carcinoma hepatocelular.
Fig. 52 y 53.

La ratio 4:9Q era 25:21, y la media de edad fue de 70.65 + 11.5 (rango 41-
89 anos). El tiempo medio entre la biopsia basal y la fecha de éxitus fue de 8.11
3.6 anos (rango entre 11.6 y 14.66). De los 28 pacientes que habian desarrollaron
cirrosis, la media entre la biopsia basal y el fallecimiento fue de 8.1 afios + 3.9

(rango entre 1.16-13.93 anos). El 32.6% (15 pacientes) habian sido transfundidos.
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En la Fig. 54 se puede ver la relacién entre las causas de éxitus y el sexo, con

una x*=0.45, no significativa.

Exitus

mEvolucionaCH mNoCH

Exitus entre biopsia basal e inicio de estudio Exitus durante el estudio

Fig. 52: Casos de éxitus (N=46 sobre 290)

Causas de Exitus

= Cirrosis hepatica
CHC

m |nfecciones
Céncer (no CHC)

Cardiovascular

Y e = HDA
9% ~
Fig. 53: Causas de éxitus (N=46)
Hombre (N; %) Mujer (N;%)
Cirrosis 4(8.7%) 3 (6.52%)
Carcinoma hepatocelular 3(6.52%) 3 (6.52%)
Infeccién 3 (6.52%) 3 (6.52%)
Cancer B (13.04%) 1 (217%)
Cardiovascular 1(2.17%) 3 (6.52%)
HDA 3 (6.52%) T(217%)
Otras 5 (10.87%) 7 (15.22%)

Fig. 54: Causas de éxitus segun sexo (N=46)
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6.2.2.- Descripcidon general de la muestra. Caracteristicas analiticas.

En la siguiente tabla se muestran las principales variables demogréficas,
analiticas y ecograficas de los pacientes en el periodo de la primera biopsia basal y en el
periodo de control (Fig. 55) Como se puede apreciar las variables introducidas en los
diferentes métodos no invasivos (GGT, GOT, plaquetas), asi como los mismos indices
presentan diferencias estadisticamente significativas entre el periodo basal y el de

control.

Solo 13 pacientes (6.02%; N=216) tuvieron crioglobulinemia positiva (= 5ug/dL),
siendo mas predominante en el genotipo 2 (20% de dicho genotipo), seguido por el
genotipo 4 (15,4% de dicho genotipo), y algo mas frecuente en hombres (7 pacientes,

53.8%), sin significancia estadistica.

Periodo basal | Periodo de control p

Edad (afios)

(mediaDE) 48.04 +12.30 58.68+ 12.78 < 0.0001
Plaquetas (x 10°)

(mediaDE) 193 +60.8 173.7 £ 69 < 0.0001
INR (mediatDE) 1.03 £ 0.006 1.04 £0.13 0.031
GOT (mediatDE) 66.89+4.4 69.19 £ 51.3 0.511
GPT (mediatDE) 106.73 £ 74.3 80.68 + 56.5 < 0.0001
Ratio GOT/GPT

(media+DE) 0.68 +£0.24 0.92 + 0.36 0.008
GGT (mediatDE) 68.12 + 62.7 85.66 +/ 101.5- < 0.0001

Colesterol
(media+DE) 180.9+34.3 170.1 £ 36.7 < 0.0001
Hipertrofia I6bulo o o
caudado (N:%) 14 (6.1%) 30 (13%) < 0.0001
Atrofia del l6bulo o o
derecho (N:%) 2 (0.9%) 4 (1.7%) 0.019
Esplenomegalia 37 (16%) 64 (27.8%) < 0.0001
(N;%)

indice Forns

(media+DE) 526 +1.9 6.75+2.17 < 0.0001

indice APRI

(media+DE) 1.1+0.98 1.5+ 1.86 < 0.0001

indice NIHCED 5.97 +10.2 17.46 + 16.84 < 0.0001

Fibrosis 22 120 (52.2%) 159 (69.1%) < 0.0001

Fig. 55: Tabla con caracteristicas analiticas, ecograficas, anatomopatoldgicas y
de los indices entre el periodo basal y control, N=230.
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6.2.3.- Descripcidon general de la muestra. Caracteristicas ecograficas.

Todos los pacientes (290) tenian una ecografia hepatica realizada en el momento
de la biopsia basal, y a 250 pacientes se les pudo realizar la segunda ecografia (del
estudio). De los 40 pacientes a los que no se pudo realizar la ECO, todos ellos eran

pacientes fallecidos. Fig.56.

Hipertrofia -
I6bulo Atrf:;g de Esplenomegalia Ascitis
caudado
ECO basal
(N=290) 16 (5.5%) 2 (0.7%) 40 (13.8%) 0
ECO segunda
(N=2gD] 36 (12.4%) 4 (1.4%) 69 (23.8%) 5(1.7%)

Ecografia hepatica

® ECO basal (N=290)  m ECO segunda (N=250)

23,8

Hipertrofia lob.caudado Atrofia LHD Esplenomegalia Ascitis

Fig. 56: Resultados de ecografias hepaticas

Entre los pacientes que desarrollaron cirrosis, en la Fig. 57 se puede ver la
evolucion de los hallazgos ecograficos, teniendo en cuenta que la ecografia basal la
realizaron todos los pacientes (N=63) y la ecografia de control sélo N=41 pacientes
(65.1%). En la biopsia basal, hay 8 pacientes (12.7%) con F1, 5 pacientes (7.9%)
con F2 y 50 pacientes (79.4%) con F3.
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Hallazgos ecograficos

m Basal (N=63) m Control (N=41)

i
P>
P
TR e,

Hipertrofia lob. Atrofia LHD Esplenomegalia
Caudado

Fig. 57: Hallazgos ecograficos basales y control en los pacientes que
desarrollaron cirrosis hepatica

6.2.4.- Descripcion general de la muestra. Caracteristicas anatomopatoldgicas.

6.2.4.1. Caracteristicas de la biopsia

Todos los pacientes (290) tenian una biopsia hepatica previa (biopsia
basal), de los cuales, 230 fueron incluidos para evaluar el estado de fibrosis en
el momento control, de los cuales, se realizé una biopsia de control en 142
pacientes (61.72% sobre los 230). Fig. 58.

Biopsias
® No acepta No por enfermedad/senectud
= No por indices negativos No por indices positivos
Si m Cirrosis

m Exitus

6%
5%

Fig. 58: Biopsias (N=290)
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La media de tiempo entre la biopsia basal y la evaluacion clinica del estudio, y por
tanto, de la biopsia en los pacientes a los que se les realizdé (N=142), fue de 11 afos

(rango 6-17 anos).
En las biopsias del periodo de control, la media del diametro fue 0.13 cm £ 0.14

(rango 0.1-1.3), longitud media 1.41 cm £ 0.31 (rango 0.2-2.1) y la media de espacios
porta de 10.54 + 3.4 (rango 2-22).

6.2.4.2. Caracteristicas de la fibrosis hepatica

Ademas, hemos evaluado la frecuencia de los distintos grados de fibrosis
hepatica, tanto mediante el indice Knodell como METAVIR, en las biopsias

previas (N=290) y en la evaluacion posterior (N=230). Fig.59, 60 y 61.

Fibrosis Fibrosis Fibrosis Fibrosis
Knodell basal METAVIR basal | Knodell control METAVIR
(N=230) (N=230) (N=230) control (N=230)
Media +/- DE 1.76 +/-1.2 1.63 +/-1.2 264 +/-143 25+4/-144
Rango 0-3 0-3 04 04

Fig. 59: Media = DE de la fibrosis hepatica

Fibrosis basal (N=230)

FO mF1 mF2 mF3

II m .
(1]

108
36

Knodell basal (n® pacientes)

51

METAVIR basal (n® pacientes)

Fig. 60: Fibrosis basal mediante Knodell y METAVIR
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Fibrosis evolucion (N=230)

FO mF1 mF2 WF3 ®mF4

24

Knodell contral (n® pacientes) METAVIR control (n® pacientes)

Fig. 61: Fibrosis control mediante Knodell y METAVIR

Entre los pacientes a los que se les realizé biopsia de control (N=142), en la
siguiente tabla se especifica la evolucién de la fibrosis (indice METAVIR) desde la

biopsia basal a la biopsia de control. Fig. 62.

Fibrosis
basal Fibrosis en la biopsia de control (Metavir)
(Metavir)
FO F1 F2 F3 F4 Total
Fo 10 13 11 7 2 43
(23.26%) | (30.23%) | (25.58%) (16.28%) (4.65%)
F1 4 20 14 8 5 51
(7.84%) | (39.22%) | (27.45%) (15.67%) (9.80%)
] 5 G 3
F2 0 (22.22%) (27.78%) (33.33%) | (16.67%) 18
F3 2 1 [ 13 8 30
(6.67%) | (3.33%) {20%) (43.33%) | (26.67%)
Total 16 38 36 34 18 142
Fig. 62: Evolucion de la fibrosis (METAVIR), N=142

En 94 pacientes (66.2%) hay cambio en el estado de fibrosis entre la primera y la

segunda biopsia, con una media de tiempo de evolucién de la fibrosis de 12 afos (IC
95% = 11.41-12.59 afos) y una mediana de 11.86 afios (IC 95% = 10.75-12.96 afios).
Fig. 63.
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- Cambios en el

| Cambios enex estado basal de

| basal de fibros fibrosis
08 Sin cambios e (METAV'R)
estado de fibrc —|—

basal

Sin cambios en
el estado basal
de fibrosis

0,671 (METAVIR)

Cambios en el estado basal de fibrosis

T T T T T T
5,00 7,50 10,00 12,50 15,00 17,50

Tiempo en aios entre biopsia basal y biopsia posterior

Fig. 63: Evolucion de la fibrosis (METAVIR) en el tiempo

Destaca que hay 9 pacientes en los que en la biopsia basal presentaban un

fibrosis (METAVIR) F3 y en la biopsia de control la fibrosis mejora.

6.2.5.- Descripciéon general de la muestra. Caracteristicas de los indices no

invasivos.

Se ha calculado la media £ DE y rango de los tres indices en el estado basal y
en el control del estudio, en el grupo de pacientes con los tres indices negativos en el
control (N=17), en el grupo de pacientes con los tres indices positivo para cirrosis (N=14),
pacientes con hepatitis créonica que desarrollaron de clinica asociada a cirrosis (N=29), en
los pacientes que fallecieron por cirrosis (N=28), y en los pacientes hepatitis crénica y a
los que se realiza biopsia de control (N=142). Fig. 64, 65, 66, 67 y 68.
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Basal Actual
(media +/- DE) (media +/- DE)
(rango) (rango)
241 +/-0.66 343 +/-082
Foms (1.46-3.76) (1.75-4.5)
0.47 +/-0.34 0.34+/-0.17
APRI (0.17-1.6) (0.15-0.54)
5 059 +/-24
Sabadell'sNIHCED (0-10) 0

Fig. 64: Media y DE de los indices en pacientes con los tres indices indicativos de
ausencia de fibrosis (N=17)

Basal Actual
(media +/- DE) (media +/- DE)
(rango) (rango)
6.61 +/-094 916 +/- 142
Forns 4.39.761 (6.25-11.64)
18+/-112 326 +/-1.1
alhia (0.59-4.03) (2-5.2)
’ 12+/-91 3371 +/-10.42
Sabadell’'sNIHCED 0.30 (23.55)

Fig. 65: Media y DE de los indices en pacientes con los tres indices indicativos de

cirrosis (N=14)

Basal Actual
(media +/- DE) (media +/- DE)
(rango) (rango)
495 +/-147 621 +/-134
Diakc (1.21-9.52) (2.72-9.39)
0.83 +/- 052 094 +/-014
APRS (0.17-5.41) (0.16-5.41)
’ 308 +/-587 1118 +/-91
Sabadell’'sNIHCED (0.23) (0-45)

Fig. 66: Media y DE de los indices en pacientes que desarrollaron clinica de cirrosis (N=29)

Basal Control
(media +/- DE) (media +/- DE)

(rango) (rango)

— 505 +-1.77 011 4127
(4.511.8) (6.512.2)

3.01 +-64 3.79 7-5.3

APRI (0.3-34 85) (1.05-14 54)

) 76.68 +/- 16.50 5033 +/- 6.2
Sabadell’s NIHCED oo a5

Fig. 67: Media y DE de los indices en pacientes que fueron éxitus por cirrosis (N=28)

Basal Actual
(media +/- DE) (media +/- DE)

(rango) (rango)

71+/157 954 +/-136

Foms (3.44-9.89) (7.58-13.42)

e 214 +1-155 366 +/-2.72

(0.2-6.24) (0.54-9.96)

: 1452 +/- 132 438 +/- 125

Sabadell’sNIHCED e s

Fig. 68: Media y DE de los indices en pacientes a los que se realiza biopsia de control (N=142)
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B. EVOLUCION DE LA FIBROSIS HEPATICA.

Para el analisis bivariado se incluyeron 230 pacientes, que son aquellos de los
que pudimos conocer la fibrosis hepatica de control, bien por biopsia, porque han
desarrollado cirrosis (asumimos F4), o bien porque los dos indices fueron positivos, y por
tanto, sugestivo de cirrosis (F4), o bien porque los dos indices fueron negativos

(asumimos que el paciente mantiene la misma fibrosis que la biopsia basal).

Hemos calculado el estudio bivariado entre la fibrosis de control (METAVIR),
considerandola como variable dependiente, y diferentes factores basales que pueden
estar asociados a la evolucion de la fibrosis. Para ello, hemos usado la fibrosis

considerando F0,1,2,3 vs F4 (cirrosis).

Se ha calculado el test de la ¥* para las variables cualitativas, ademas de su odds
ratio y del IC al 95%. Se han estudiado los posibles factores predictivos de cirrosis
recogidos en el analisis basal y los hemos relacionado con la variable que hemos creado,
variable F4 (cirrosis). En la Fig. 69 se pueden ver las variables cualitativas, y en la Fig.

70 las cuantitativas.
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FO—F3

F4

Odds

H o,
Variable (N;%) (N;%) p ratio IC al 95%
Sexo
Homb 0.74 1.1 0.64-1.9
'\‘;Im_ re 71 (30.87%) 46 (20%)
ujer 71 (30.87%) | 42 (18.26%)
HTA 35 (15.22%) | 38 (16.52%) | 0.003 2.32 1.32-4.1
DLP 6(2.61%) | 11 (4.78%) 0.02 3.24 1.15-9.1
DM 61(26.52%) | 27 (11.74%9 | 0.000 4.8 2.3-10.10
ADOs 7(3.04%) | 21(9.13%) 0.000 6.01 2.45-14.93
Insulina 3 (1.30%) 7 (3.04%) 0.035 4 1-15.92
Hepatitis 5(2.17%) | 8(3.48%) 0.075 2.74 0.9-8.66
aguda
Enolactivo | 15(6.52%) | 4 (1.74%) 0.12 0.4 0.13-1.26
Ex enol 26 (11.3%) | 14 (6.1%) 0.64 0.84 0.41-1.7
Fumador 39 (17%) 17 (7.4%) 0.153 0.63 0.33-1.19
Ex fumador | 34 (15.2%) | 26 (11.7%) 0.42 1.23 0.7-2.3
Genotipo
(N=210)
gta/b 120 (57.14%) | 21 (10%) 0.21 1.84 0.71-4.8
g2 5 (2.4%) 3 (1.43%) 0.78 1.24 0.29-5.33
g3 6 (2.86%) 2 (0.95%) 0.63 0.67 0.13-3.42
g4 10 (4.76%) | 1(0.48%) 0.085 0.19 0.024-1.54
92,936 g4 21 (10%) 6 (2.9%) 0.21 0.54 0.21-1.42
Tratamiento 92 (40%) | 52 (22.61%) 0.4 0.8 0.45-1.4
IFN 51(22.17%) | 23 (10%) 0.2 0.64 0.32-1.3
IFN+Riv 65 (28.26%) | 33 (14.35%) 0.37 0.72 0.35-1.5
IFNp+Riv | 57 (24.78%) | 34 (14.78%) 0.52 1.3 0.62-2.59
Ecografia
Hipertrofia
caudado basal | 5 (9.g7%) | 12(5.22%) | 0.000 111 | 2.41-50.68
(N=230)
Hipertrofia
caudado 3(1.44%) | 27(12.98%) | 0.000 321 | 9.24-111.35
control
(N=208)
Atrofia LHD
basal 0 2 (0.87%) 0.071
(N=230)
Atrofia LHD
control 0 4 (1.92%) 0.003
(N=208)
Esplenomegal
ia basal 5(2.17%) | 32(13.91%) | 0.000 15.66 5.8-42.24
(N=230)
Esplenomegal
ia control 21(10.1%) | 43(20.67%) | 0.000 10.77 5.42-21.4
(N=208)
Ascitis control 0 5 (2.4%) 0.000
(N=208) e ’
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Fibrosis previa
(METAVIR)
FO 49 (21.30%) 2 (0.87%) 0.000 0.044 0.01-0.2
F1 55 (23.91%) 15 (6.52%) 0.001 0.33 0.17-0.62
F2 16 (6.96%) 7 (3.04%) 0.42 0.68 0.3-1.73
F3 22 (9.57%) 64 (27.83%) 0.000 14.55 7.57-27.95

Enol y Ex enol en @ < 20 g/dia y en & < 30g/dia

Fig. 69: Andlisis bivariado: Variables cualitativas. Grupo F0,1,2,3 vs F4

F0-3 Fa4
Correla
. . R de iy
. Medi Medi cion de
Variable N a DE N a DE p Piirs Spear
man
Edad * 142 | 58 21 88 | 665 | 115 | 0.000 0.46
Plaquetas
basal (x109L) | 142 | 2119 | 566 | 88 | 149 | 5352 | 0.000 | -048
Plaquetas
control 142 | 203 | 56.34 | 66 | 1105 | 48.39 | 0.000 | - 0.63
(x10°/L)

TP basal * 142 | 1.01 | 007 | 88 | 1.03 | 0.06 | 0.000 0.31
TP control * | 142 1 0.06 | 66 | 1.07 | 0.11 | 0.000 0.6
GOT basal * | 142 | 45 24 | 88 | 785 | 77 | 0.000 0.45
GOTcontrol | /s | 43 | 25 | 66 | 80 | 69 | 0.000 0.46
GPT basal* | 142 | 75 58 | 88 | 110 | 107 | 0.000 0.28

GPT control * | 142 | 59 45 | 66 | 98 69 | 0.006 0.19

GOT/GPT 142 | 063 | 023 | 88 | 07 | 026 | 0.000 0.34

basal

GOT/GPT | )y | 077 | 029 | 66 | 095 | 06 | 0.000 0.42

control
GGT basal * | 142 | 41 47 | 88 | 825 | 72 | 0.000 0.32
GGT control | /5 44 65 | 66 | 85 70 | 0.002 0.22
Colesterol | 11> | 184.8 | 34.66 | 88 | 176.1 | 37.4 | 0.074 | -0.12
basal
Colesterol | /> | 1776 | 345 | 66 | 1538 | 36.2 | 0.000 | -0.30
control
HOMA * 127 | 254 | 212 | 55 | 41 | 3.71 | 0.001 0.25
IMC * 117 | 266 | 41 | 45 | 276 | 6.82 | 0.012 0.20
Forns basal 142 4.5 1.52 88 7.16 1.66 0.000 0.64
Forns control 142 57 1.5 66 9.1 156 0.000 0.73
APRIbasal* | 142 | 061 | 046 | 88 | 145 | 1.71 | 0.000 0.55
APRIcontrol | (/5 | 059 | 047 | 66 | 247 | 2.23 | 0.000 0.64
NIHCED 142 0 0 88 | 10 17 | 0.000 0.60
basal
NIHCED 142 | 10 | 13 | e | 30 | 22 | o0.000 0.73
control
Tiempo entre
biopsiabasal |/, | 447 | 291 | 66 | 11.01 | 3.04 | 0.454 | 0.052
y control
(anos)

* Distribucion no normal. Se ha calculado mediana y amplitud intercuartil

Fig. 70: Analisis bivariado: Variables cuantitativas. Grupo F0,1,2,3 vs F4
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6.3.1.- Variables demogréaficas y epidemioldgicas

Se ha estudiado qué variables eran estadisticamente significativas (p<0.05) en
relacién al desarrollo de cirrosis (F4). Las variables estudiadas fueron el sexo, la edad,
los antecedentes personales de HTA, DLP y DM (incluyendo el uso de antidiabéticos
orales e insulina), el consumo de tabaco y enol (<30 g/dia; $<20g/dia), el antecedente

de hepatitis aguda, el IMC y el tiempo transcurrido entre la biopsia basal y el control.

Como se puede apreciar en las Fig. 71, 72, 73, 74, 75 y 76 resultaron
estadisticamente significativos los antecedentes de HTA, de DLP, de DM (y el uso de
ADOs e insulina), la edad y el IMC.

Evolucion a F4 segtin sexo

HFD-33 mF4

s i|i|

Hombre Mujer

Fig. 71: Bivariado, cualitativa. Evoluciéon a F4 segun el sexo

Evolucion a F4 en HTA

HFD-33 mF4

s

Mo HTA

.003

HTA .'

Fig. 72: Bivariado, cualitativa. Evolucién a F4 segun tener o no tener HTA
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Evolucion a F4 en DM

"
I =

No DM oM

=FO-3F3 mF4

Fig. 73: Bivariado, cualitativa. Evolucién a F4 segun tener o no tener DM

80,00 “'

60,004

edad

40,004

20,00

F0123=0 F4=1

Fig. 74: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 segun edad

60,00
50,00

40,00
147
o

30,00

20,00 J~

IMC

10,00

F0123=0 F4=1

Fig. 75: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 segun IMC
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17,50

15,00 “'

12,50

10,00

Tiempo en afios entre biopsia basal y control
i

5,00

T
FO123=0 Fa=1

Fig. 76: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 segun tiempo entre biopsia basal y control

6.3.2.- Variables dependientes del virus

Se ha estudiado la evolucion a cirrosis en funcion de los diferentes genotipos, y
ademas, se ha hecho la correlacion g1 vs g2, 3, 4, sin hallar diferencias estadisticamente

significativas. Fig. 77.

Evolucion a F4 genotipo 1 vs
genotipo 2,364

mFD-33 mF4
B 2,9% .

Genotipo 1 Genotipo 2,36 4

Fig. 77: Bivariado, cualitativa. Evolucién a F4 g1 vs g2,3,4

6.3.3.- Variables hematoldgicas y bioquimicas

Se han estudiado las variables analiticas mas importantes: plaquetas, tiempo de
protrombina, GOT, GPT, GGT, ratio GOT/GPT, colesterol y HOMA, tanto en el momento

basal como en el control, y se han relacionado con la probabilidad de desarrollo de
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cirrosis, siendo estadisticamente significativa en todos los casos, excepto en colesterol
basal. Fig. 78, 79 y 80.

1,20 F 1,40 o
QJ 12
o
1,15 162 - 1,304
1104 1.204
- 28
T g o
8 1054 g 110
" &
1,00+ 1,00+ -I-
0954 = 0.90-
175
o
050+ ] 0,80+
0 i 0 H
F0123=0 Fd=1 F0123=0 Fd=1
Fig. 78: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 en funcion TP basal v control
a5
a0 (<] 00 O”
L
S
P 173 300 o
g » f
s .
s ) o
= .3
= 5 =1
HE £ 2004
= | 3
: -
g -
H
* ] l & 1o, 1
o o
rn-.";-.'- FJIJI rJI:I‘!-E FJIﬂ
Fig. 79: Bivariado, cuantitativa. Evoluciéon a F4 en funcion plaquetas basal y control
155
* 300+
1504 213 122
* o
2504
23
1254 05 £
s 3 2001
H - 212
E 1.00= g D~
5 [ y
= @ 1501
8 o
guvs— @
E E 1,00
0504
J. 0504
02549 -
000+

FO123=0 F4=1

F0123=0 Fd=1

Fig. 80: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 en funcion ratio GOT/GPT basal y control
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6.3.4.- Variables dependientes del tratamiento

Se valoro si el hecho de tratar o no de tratar tenia significacion estadistica, asi

como el uso de los diferentes tratamientos, sin ser estadisticamente significativo en

ningun caso. Fig. 81.

Evolucion a F4 tratar vs no tratar

mF0-33 mF4
_'
Mo tratar Tratar

Fig. 81: Bivariado, cualitativa. Evolucién a F4 en funcién tratar vs no tratar

6.3.5.- Variables dependientes de los datos ecograficos

Se estudiaron los valores ecograficos de hipertrofia del I6bulo caudado, atrofia del

I6bulo hepatico derecho, esplenomegalia y ascitis, los tres primeros tanto de forma basal

como de control, y en el caso de la ascitis sélo de control. Se mostraron estadisticamente

significativos todos los hallazgos, excepto la atrofia del I6bulo hepatico derecho basal, y

en el caso de la ascitis, era normal, dado que se trata de un criterio de cirrosis. Fig. 82,

83y84.
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Evolucién a F4 segiin datos ecograficos (1)

=mFO-3F3 mF4
60.9% FUUUU 66, S% FUUUU
13%
8.8%
1, 4%
No hipertrofia Hipe rtrofia No hipertrofia Hipe rtrofia
caudado basal caudado basal caudado control caudado control

Fig. 82: Bivariado, cualitativa. Evolucién a F4 en funcion hipertrofia del caudado
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Evolucién a F4 segun datos ecograficos (ll)

mFO-3F3 mF4
.07
5,35
51,7%
37,4%
29,8%
19%
0 0,9% 0
‘ — A ) —
No atrofia LHD Atrofia LHD basal No atrofia LHD Atrofia LHD
basal control control

Fig. 83: Bivariado, cualitativa. Evolucion a F4 en funcion atrofia del LHD

Evolucién a F4 segin datos ecograficos (1ll)

mFO—F3 mF4

24.3%
20,7%
13,9%
11,1% 10,1%
2,2% . 1
| — NE &
No No

Esplenomegalia Esplenomegalia
esplenomegalia basal esplenomegalia control
basal control

Fig. 84: Bivariado, cualitativa. Evolucién a F4 en funcién esplenomegalia
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6.3.6.- Variables histolégicas

Se estudid la relacion de los diferentes grados de fibrosis (METAVIR) de la

biopsia basal y el desarrollo de cirrosis. Fig. 85.

Evolucion a F4 segun fibrosis basal (Metavir)

——}
60 p=0.42

=000 g Cp=oo0o | —
w0 P00 |

No F3 F3

40

30

20

10

(-
‘.-i‘
No FO FO No F1 F1 No F2 F2

mFO>F3 mF4

Fig. 85: Bivariado, cualitativa. Evolucion a F4 en funcion del grado de fibrosis basal

6.3.7.- indices predictivos

Se estudid la existencia de significancia estadistica de evolucidén a cirrosis en
funcion de los indices predictivos basales, siendo todos ellos estadisticamente
significativos. Fig. 86, 87 y 88.

o0 142 T

6,004

Farns basal

400

00

T
Fii23=0 Fé=i

Fig. 86: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 en funcion del indice Forns basal
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5,001

400
] i

3,00

APRI basal

§

0,00

F0123=0 F4=1

Fig. 87 Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 en funcion del indice APRI basal

40+

30+

20+

NIHCED basal

F0123=0 Fd4=1

Fig. 88: Bivariado, cuantitativa. Evolucion a F4 en funcion del indice NIHCED basal

6.3.8.- Variables seleccionadas

De las variables estadisticamente significativas, tanto cualitativas como

cuantitativas, se han seleccionado las que tiene mejor OR e IC, R de Pearson y

correlacion de Spearman (F0,1,2,3 vs F4). De las variables estadisticamente

significativas, se han seleccionado las que mejor correlacion presentaban. (Fig. 89).
Entre las variables cualitativas, la mejor OR es la de esplenomegalia basal y F3 en la

biopsia basal, pero con un amplio IC. La variable DM tiene un OR 5.02 con un buen IC.
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Variables cualitativas

OR IC p
HTA 2.32 1.3241 0.003
DM 48 2.3-10.10 0.000
Esplenomegalia basal 15.66 5.842.24 0.000
Esplenomegalia control 10.77 5.42-21.4 0.000
F3 (Metavir; biopsia basal) 14.55 7.57-27.95 0.000

Variables cuantitativas

R de Correlacion
Pearson de P

Spearman
Edad 0.46 0.000
TP control 0.6 0.000
Plaguetas basal -0.48 0.000
Plaquetas control - 0.63 0.000
GOT basal 0.45 0.000
GOT control 0.46 0.000
ratioc GOT/GPT basal 0.34 0.000
ratio GOT/GPT control 0.42 0.000
Forns basal 0.64 0.000
Forns control 0.73 0.000
APRI basal 0.55 0.000
APRI control 0.64 0.000
NIHCED basal 0.60 0.000
NIHCED control 0.73 0.000

Fig. 89: Odds ratio y correlaciones de las variables cualitativas y cuantitativas
estadisticamente sianificativas. Grupo F0.1.2.3 vs F4

Entre las variables cuantitativas, hemos elegido las que tiene una correlacion de
Spearman moderada y fuerte, y en este caso, todas son positivas. Entre los indices
predictivos, el que mas alta correlacion, en este caso positiva, es el indice de Forns
(basal<control), seguida de NIHCED, con wuna correlacibn moderada-fuerte

(basal<control) y por ultimo, el APRI, con una correlacion moderada (basal<control).
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C. ANALISIS MULTIVARIADO PARA LA PREDICCION DE
EVOLUCION DE LA CIRROSIS HEPATICA

Con los datos obtenidos en el analisis bivariado por un lado, se evaluo cuales eran
los mejores parametros para predecir la evolucién a cirrosis, y por otro lado, se evalué la
capacidad de los indices Forns, APRI y NIHCED para predecir la evolucién a cirrosis. Fig.
90.

Fibrosis actual (Metavir) Total
FO | FL | F2 | F3 | Fa
FO 18 13 11 7 2 51
Fibrosis F1 4 29 14 8 15 70
previa F2 0 5 7 7 23
(Metavir) | F3 2 1 & 13 64 80
Total | 24 a7 36 35 28 230
Fibrosis actual
(Metavir) Total
FOF1F2F3 | F4
FOF1 104 17 121
Fibrosis | F2F3F4 38 71 109
previa
(Metavir) | Total 142 88 230

Fig. 90: Recuento de pacientes y su fibrosis previa y en el momento del control.
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6.4.1.- Factores predictivos de fibrosis. Estudio multivariado para cirrosis (F0,1,2,3

vs F4).

Con las variables estadisticamente significativas del analisis bivariado y de los
indices Forns, APRI y NIHCED se ha realizado una regresion logistica para evaluar su

capacidad para predecir su evolucion cirrosis.

De las variables basales estadisticamente significativas del estudio bivariado, se
seleccionaron aquellas que presentaban mejor correlacion. Con ellas se realizé un
modelo de regresién logistica. Para ello se consideraron variables dicotémicas (HTA, DM,
genotipo 1; fibrosis previa F3 y esplenomegalia basal) y variables contintdas (indices
Forns, APRI y NIHCED basales; edad, plaquetas basales y GOT basal).

Se introdujeron los datos y se realizd el estudio de regresion logistica con el
método “Introducir’ con un R? de Cox y Snell de 0.426 y R? de Nagelkerke de 0.601. Los
factores independientes predictivos de evolucién a cirrosis fueron DM (ser diabético), F3
basal, Forns basal y NIHCED basal. Fig. 91.

- Error I.C. al 95,0%
Variables Beta . D OR
estandar Inferior Superior
DM 1.203 0.62 0.052 3.33 0.992 11.181
F3 previa 1.01 0.49 0.015 33 1.26 8.602
P'%‘;‘;‘;‘I“ 0.001 0.009 0.011 0.915 0.982 1.017
NIHCEDPrevio | 0,083 0,081 0,042 (K 1.003 118
HTA 0731 055 0184 0481 0164 1414
Genofipo 1 0.647 078 0.4 1079 0413 587
ESp'eb”aDS”a"Fga“a 1136 0.864 0.187 313 0576 16.83
GOT basal 0022 002 0273 1022 EEE] 1062
Edad 0.001 0.032 0.064 1007 0.04 107
APRIPrevio | -0.471 1146 0.681 0624 0.066 5002
Forns basal 054 029 0.062 1715 0974 3.020
Tiempo entre
analitica basal y | 0.145 0.086 0.092 1156 0.977 137
contraol
Constante L 7862 0006 000

Fig. 91: Variables de |la ecuacion para cirrosis.

En un contexto predictivo, el modelo clasifica correctamente el 85.8% de los
individuos, con una capacidad de predecir una buena respuesta (especificidad
92.9%) vy el fracaso (sensibilidad 69.8%). Asi, por ejemplo, el desarrollar cirrosis es
3.33 veces mas probable si es diabético y si existe fibrosis previa F3, o bien, 1.1

veces por cada punto adicional del indice NIHCED.
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Desde un punto de vista explicativo, las unicas variables aplicando la
regresion logistica que son estadisticamente significativas como predictores de
evolucién a cirrosis son la diabetes, tener fibrosis previa F3, plaquetas basales y el
indice NIHCED.

En la siguiente pagina, se muestra la ecuacién que proponemos y la curva
ROC calculada, con un area bajo la curva fue de 0.84 con IC al 95% (0.78-0.89).
Fig. 92.

En el Anexo 8 se adjunta un Excel en el que se pueden introducir los datos

de la formula y nos calcula el porcentaje de probabilidad de desarrollo de cirrosis

para el tiempo (en afnos) que se desee.
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Fig. 92: Formula propuesta y Curva ROC del modelo
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6.4.2.- Evaluacion de la capacidad de prediccion de la evolucidon de cirrosis de los
indices Forns, APRI y NIHCED.

El objetivo fue conocer si los valores previos de los tres indices (Forns, APRI y
NIHCED) pueden predecir la evolucion hacia cirrosis. Se han realizado las curvas ROC
de los indices Forns, APRI y NIHCED, y sobre ellas calculamos el mejor punto de corte
para detectar cirrosis. A partir de los resultados de las curvas ROC se obtuvieron los
valores que maximizan la sensibilidad y la especificidad de cada uno de los modelos que

predice la evolucion de la cirrosis.

El punto de corte NIHCED (0 vs> 0), se obtiene una sensibilidad del 41% y una
especificidad del 82%, y el AUC fue 0.76 (IC 95%: 0.69-0.83). Para el indice de Forns, el
punto de corte (<4.7 vs 24.7) tiene una sensibilidad del 75% y una especificidad del 71%,
con un AUC fue 0.83 (IC 95%: 0.78-0.89). Por ultimo, en el indice APRI un punto de corte
(<0.48 vs = 0.48) da una sensibilidad del 86% y una especificidad del 42%, con un AUC
fue 0.79 (IC 95%: 0.73-0.85). Fig. 93.

De los 230 pacientes, 84 (36.5%) de ellos tenian un Forns basal < 4.7, y de ellos,
7 pacientes (8.3% de los 84%) desarrollaron F4. De los 230 pacientes, 50 (21.74%) de
ellos tenian un APRI<0.48, y de ellos, 6 (12%) desarrollaron F4. De los 230 pacientes,
137 (59.6%) de ellos tenian un NIHCED basal < 0, y de ellos, 22 pacientes (16.1% de los
137%) desarrollaron F4.

189



190

1.00 FI_'_,'_;'_ ————
el
0.75 ARl
—
r Jj
P_n‘-. —1
= J—' i
3 0507 _Hrr’
w | r
|
J
0.25 | JJ
_|J'
0.00 - ~
T T T T T
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
1 — specificity
ROC curve (area)
NIHCED (0.7559) — — — Forns (0.8303)
APRI (0.7923)
Punto de Sensibilidad | Especificidad | AUC
Corte (%) (%)
Forns =7 [E] 71 0.83
APRI =048 6 42 0.79
NIHCED 0 41 g2 0.76
Desarrollo F4
M (%
(%) (N;5%)
Forns basal < 4.7 84 (36.5%) 7 (8.3%)
APRl basal < 0.48 | 50 (21.74%) 6 (12%)
NIHCED basal <0 | 137 [59.6%) 22 (16.1%)

Fig. 93: Curvas ROC de los indices Forns, APRI y NIHCED para predecir desarrollo a cirrosis
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D. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA

Sobre los 230 pacientes con fibrosis de control, se realizaron curvas de
supervivencia por el método Kaplan-Meier para evaluar la evolucion en el tiempo a
cirrosis y para evaluar la evolucion en el tiempo a cirrosis en funcion de los indices
predictivos basales. Ademas, se ha realizado la curva de supervivencia en pacientes que

desarrollaron cirrosis y fueron éxitus.

6.5.1.- Curvas de supervivencia Kaplan-Meyer en la evolucién a cirrosis.

6.5.1.1. Evolucioén en el tiempo a cirrosis.

Se realizaron curvas de supervivencia de los 230 pacientes con evaluacién
de la fibrosis en el periodo de control. La variable de estado es F0,1,2,3 vs F4 y
el tiempo es el transcurrido entre la primera biopsia y la evaluacion de control
(en anos). La mediana (el tiempo en el que el 50% de los sujetos siguen sin
desarrollar cirrosis) fue de 14.98 + 0.56 afios (IC 95%: 13.9-16.1 afos). Fig. 94.

Funcién de
SUperv iiencia

+ Censurade

[l =] =]
e = o
1 1 1

Supervivencia acumulada

[
L)
1

004

I T I T I I
500 750 1000 12,50 1500 1750

Tiempo Biopsia basal-Biopsia control (afios)

Fig. 94: Curva Kaplan-Meier para evolucion a cirrosis
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6.5.1.2. Supervivencia en los pacientes que evolucionan a cirrosis.

La variable de estado es F0,1,2,3 vs F4 y el tiempo es el transcurrido entre
la primera biopsia y la fecha de éxitus (en afios). La curva sélo se realizé sobre
pacientes que fallecieron por causa de cirrosis (N=28). La mediana (el tiempo en
el que el 50% de los sujetos seguian vivos sin desarrollar cirrosis) fue de 8.05
anos £ 0.65 afios (IC 95%: 6.77-9.33 anos). Fig. 95.

0,8

0,61

0,4

Supervivencia acumulada

0,21

1 T I I
0,00 2,50 5,00 750 10,00 12,50
Tiempo Biopsia basa-éxitus (afios)

Fig. 95: Curva Kaplan-Meier para supervivencia de los pacientes que desarrollan cirrosis

6.5.1.3. Evolucion en el tiempo a cirrosis en funcién de los indices predictivos basales.

La variable de estado es F0,1,2,3 vs F4 y el tiempo es el transcurrido entre la

primera biopsia y la biopsia de control, en funcidon de los indices predictivos segun el

valor dicotdmico que se calculd previamente.
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a) Indice Forns.

Con valor <4.7 vs 24.7. Del total de los pacientes, 60 de ellos

presentaban indice de Forns <4.7, y 170 pacientes tenian 24.7. La p=0.000 con

2= 34.3. Los datos de mediana y la curva se pueden ver en la Fig. 96.

Evento Error
Total Mediana | | IC al 95%
(F4) tipico
Forns <4.7 60 4 13.02 0.97 11.11-14.94
Forns 24.7 170 84 14.1 0.56 12.99-15.2
1,04 e
= e
T
Walor de Forns basal
0,5 ‘1._* para cirrosis
% S <470
K: LY ==470
] i + < 470-censuraco
E J:T il i 4.DTD-censu?ado
3 06+ 11
2 L
a b
> by
'S 047 b
2 Y
3 k
“n T
0,2+ |
L
0,0
D,IDD S,IEID 1 DI,DD 1 S:EID 20 :DD

Tiempo entre Evaluacion inicial y de control (afios)

Fig. 96 Curva Kaplan-Meier para evolucién a cirrosis segun Forns
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b) indice APRI.

Con valor <0.48 vs 20.48. Del total de los pacientes, 50 de ellos
presentaban indice de APRI <0.48, y 180 pacientes tenian 20.48. La p=0.000

con X¥*= 18.65. Los datos de mediana y la curva se pueden ver en la Fig. 97.

Evento Error
Total Mediana | | IC al 95%
(F4) tipico

APRI <0.48 50 6 13.86 0.53 12.82-14.9
APRI 20.48 180 82 141 0.56 12.99-15.2

1,0 -“'_‘THJ—

U e
'ﬂ‘m._“ML*_H_H Vaor de APRI basal
0,84 *;r para cirrosis
=048

3 E"h = =048
i) i +  =0.48-censurado
E & + ==048-censurado
E 05— -ﬁt______r
8 Y
= %
e "
"= 04 4
e y
o &
g L
W ety

0,2+ l

0,0

| 1 | | |
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

Tiempo entre Evaluacién inicial y control (afios)

Fig. 97: Curva Kaplan-Meier para evolucion a cirrosis segun APRI
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c) Indice NIHCED

Con valor = 0 vs >0. Del total de los pacientes, 138 de ellos presentaban
indice de NIHCED =0 y 92 pacientes tenian >0. La p=0.000 con x* =68.11. Los

datos de mediana y la curva se pueden ver en la Fig. 98.

Evento Error
Total Mediana | | IC al 95%
(F234) tipico
NIHCED =0 138 23 16.6 0.0 9.99-12.1
NIHCED >0 92 65 11.03 0.52 12.99-15.19
T W
N . ,
l "”'LLH t;v’alnlr de NIHCED
0,54 asal para cllTosis
L3 M==0
. Lo,
i T + < =0-censurado
E + > O-censurado
S 0,6 L
& L
fct kY
£ b
o L
2 g4 |
2 !
aQ E
Q N
=3 .
] 1,
0,21 N
0,0
| || | I I
0,00 500 10,00 15,00 20,00

Tiempo entre Evaluacién inicial y control (afios)

Fig. 98: Curva Kaplan-Meier para evolucion a cirrosis sequn NIHCED
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6.5.2.- Curvas de supervivencia Kaplan-Meyer para la mortalidad.

6.5.2.1. Supervivencia global.
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La variable de estado es la mortalidad global, incluyendo todas las causas
de mortalidad (cirrosis  —insuficiencia  hepatocelular-, CHC, HDA,
infecciones/sepsis, cancer —diferente a CHC-, cardiovascular, y otros). A los 5
afos, la supervivencia fue del 96.9% (9 pacientes fallecidos), y a los 10 afos, la
supervivencia fue del 88.62% (33 fallecidos). A los 16.82 afios, la supervivencia
fue del 84.14%, con el 100% de los fallecidos (46 pacientes). De los pacientes
vivos incluidos en el estudio, el 27.2% (61 casos) habian desarrollado cirrosis, y

el 72.8% (183 casos) persistian en estado de hepatitis cronica. Fig. 99.

Funcidn de
supervivencia

-+ Censurado

= = =
ES [+7] [=x]
1 | 1

Supervivencia acumulada

=
[o%]
|

0,0

I I I |
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
Tiempo de evolucién (afios)

Fig. 99: Curva de supervivencia global
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6.5.2.2. Supervivencia en las complicaciones asociadas al VHC.

La variable de estado son

la mortalidad por cirrosis (insuficiencia

hepatocelular), mortalidad por CHC y mortalidad por HDA. Por tanto, soélo 17

pacientes (5.86) de 290 murieron consecuencia a las complicaciones asociadas

a la cirrosis. Fig. 100.

Cirrosis CHC HDA
5 afios 85% 80% 50%
10 afios 43% 45% 100%
Mortalidad del . o .
100% 14 anos 11.7 anos 10 anos
Media +/-SD 9.5+/-1.62 aflos | 8.5 +/-1.3 aflos | 5.99 +/- 1.7 afios
Namero de
fallecidos 7 6 4

Fig. 100: Supervivencia en las complicaciones asociadas a VHC

Al comparar los resultados de los indices no invasivos de estos 17 pacientes

con el resto de sujetos no fallecidos y con los 3 indices calculados, encontramos las
tasas de mortalidad mas altas (18,5%) en los pacientes con un NIHCED >0 y aquellos

con un indice de Forns =2 4.7 (11,2%); la mortalidad entre los pacientes con un APRI =

0.48 (8,9%) fue ligeramente mas alto que en el global. En los modelos de regresion
logistica, el area bajo la curva ROC fue de 0.83 para NIHCED, 0.86 para Forns, y 0.79

para APRI. Fig. 101.
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1 — specificity

ROC curve (area)
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—- —- APRI (0.7927)

— — — Forns (0.8608)

Fig. 101: Curvas ROC de los tres métodos para predecir
mortalidad en la hepatitis C.
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E. ARBOLES DE DECISION DE LOS iINDICES DE FIBROSIS PARA
EL DIAGNOSTICO DE CIRROSIS

Hemos realizado un arbol de decision para el diagnéstico de cirrosis, empleando

de manera secuencial los indices de fibrosis.

Para su realizacion, se ha empleado el modelo que mas alto numero de
pacientes son correctamente clasificados, usando los indices como variables continuas.
El modelo clasifica correctamente al 92.3% de los pacientes, con una S del 84.8% y una
E del 95.8%.

Para ello, se us6 como indice principal predictor el indice NIHCED. Del 100% de
los pacientes, el 28.8% (N=60) de los pacientes al inicio del arbol tienen un indice
NIHCED < 6, y de ellos, el 100% (N=60) presentan una fibrosis de control F0,1,2,3. El
30.3% tienen NIHCED (6<13) y de los cuales, el 92% tiene fibrosis de control F0,1,2,3. El
21.2% de los pacientes tienen un NIHCED (213,30), de los cuales, el 54,5% tienen una
fibrosis F0,1,2,3 por lo que habria que aplicar el indice Forns. Finalmente, el 19.7% de los
pacientes tienen un NIHCED> 30, y de ellos, el 100% de los pacientes tendrian una
fibrosis F4. Empleando este arbol, nos hubiésemos ahorrado 126 biopsias (88.73% de las

142 biopsias realizadas).Fig. 102.
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ARBOL DE DECICION PARA EL DIAGNOSTICO DE
CIRROSIS MEDIANTE EL USO DE iNDICES PREDICTIVOS

[ Pacientes FO123 vs F4

iy -.\\
{ FO123=142(68.3%)
|

F4=66(31.7%)

s

NIHCED
— " p=0000

|
'-._3'52 = 136.4 |

I —T— —]
s | leas | >30

" Fo123-60 (100} FO123=58[92.13%)
| " !
| Total=£0[28.8%) | Fa=5[7.9%) | [ Fa= 41 (100%)
— Total= 63 (30.3%) | Total=41(13.7%} |
{ =13-30
F0123=58 (92.1%)
F4=5 [7.9%)
Total=53 (30.3%)
Forns
<7.8 | =7.8
SFO123=18(783%) T ' FO123= 6 [25.6%)
| Fa=5217%) | F4=15 [71.45%)
\ Total=23 [11.13) /,-" Total=21 {10.15)

Fig. 102: Arbol de decision para el diagndstico de cirrosis, empleado los
indices no invasivos de forma secuencial.
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6.3.- DISCUSION

Este estudio demuestra que la aplicacion de métodos no invasivos como el
NIHCED, Forns y APRI es util no solo para detectar aquellos pacientes que han
desarrollado cirrosis hepatica sino también para predecir los pacientes con mayor riesgo
de evolucion a cirrosis hepatica, siendo hasta ahora uno de los pocos estudios que lo han
demostrado. A raiz de nuestro estudio se ha podido generar un modelo de regresion
logistica, a partir del cual se ha creado una férmula para el prondstico de evolucién a
cirrosis de forma individual en un paciente y en un periodo concreto de tiempo que hasta

ahora no se ha publicado previamente

Uno de los valores mas importante de este estudio es el tiempo de seguimiento de
los pacientes, ya que hasta ahora, existen pocos estudios con tan largo tiempo de control
324, 362,363, 364, 385 Hemos encontrado estudios de seguimiento de entre 5y 10 afios. En
nuestro caso, se trata de un estudio prospectivo de 10.95 afios + 2.95 de seguimiento,
siendo el hasta ahora mas largo realizado por un solo centro. No obstante el numero de

pacientes es menor que en otros multicéntricos (entre 400 y 3500 pacientes).

El estudio mas similar al nuestro es del Chinnaratha M et al **. Se trata de un
estudio publicado en Mayo de 2014 y realizado en un hospital terciario de Australia, sobre
una cohorte final de 406 pacientes controlados durante 10 afos. En este estudio, sélo
una parte de los pacientes (N=148) tenian una biopsia hepatica previa, a diferencia de
nuestro estudio, en el que todos los pacientes (N=290) tenian una biopsia previa. Por otro
lado, en el estudio de Chinnaratha no existe una biopsia de control, a diferencia del
nuestro. Los objetivos del estudio fue conocer si ciertos marcadores de fibrosis hepatica
(HepaScore®, FIB-4 y APRI) podian ser usados como predictores de mortalidad global y
de la asociada a enfermedad hepatica, en comparacion con la biopsia, asi como si estos
marcadores también podian predecir la descompensacion cirrética y el desarrollo de
carcinoma hepatocelular. La tasa de supervivencia global fue similar a nuestro estudio,
tanto a los 5 (93.8% vs 96.9% en nuestro estudio) como a los 10 afos (84.3% vs 88.62%

en nuestro estudio).

Ademas, los autores usaron los indices no invasivos como predictores de
mortalidad global, siendo so6lo predictor el indice HepaScore®, y como predictores de
mortalidad asociada a complicaciones propias de la enfermedad hepatica, de nuevo,

siendo sélo el indice HepaScore® predictor.
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En nuestro estudio, los 3 indices fueron predictores de mortalidad asociada a
enfermedad hepatica, con AUROC mas alto para el indice Forns (0.86) seguido del indice
NIHCED (0.83).

Oftro de los valores importantes, es que hay aun menos estudios que comparen de
forma prospectiva los resultados de 2 biopsias hepaticas '» *° 3. En el estudio de Ryder
'2 fueron estudiados de forma prospectiva 214 pacientes durante 9.5 afios (la media de
tiempo entre biopsia y biopsia fue de 2.5 afos, con rango entre 1.9 y 9.4 afos). A
diferencia de nuestro estudio, en este caso habia pacientes con infeccién activa y pasada
por VHB. Respecto de los pacientes con hepatitis C, al igual que en el nuestro no habia
relacion entre la progresion de la fibrosis y el genotipo, siendo la edad en que se realizd
la primera biopsia (p=0.001), la edad estimada de la primoinfeccion (p=0.05) y la duracién
estimada de la misma (p=0.04), los factores significativos en el analisis univariado. En el
multivariado, el grado de fibrosis de la primera biopsia y la edad a la que se realiz6 fueron
los unicos datos estadisticamente significativos., lo cual sugiere a los autores, que la
afectacioén por la infecciéon por VHC no es lineal y que puede ser mas fibrogénica con la

edad avanzada del paciente, no tanto por la duracién de la infeccion.

A diferencia del anterior estudio en al analisis multivariado de nuestro estudio, las
variables con significacion estadistica fueron, el ser diabético, partir de F3 en la biopsia

inicial, el genotipo 1 y tener esplenomegalia en la ecografia inicial.

Uno de los resultados mas importantes de nuestro estudio es que los métodos no
invasivos pueden predecir la progresion a cirrosis. Hasta la fecha, pocos estudios han
validado métodos no invasivos para predecir la progresién a cirrosis en pacientes con

hepatitis crénica C: 323 324,362,363

En nuestro estudio, 6 pacientes fueron diagnosticados de CHC (2.1%), lo cual
concuerda con la bibliografia previa (1-4%) ®2. Tres de ellos se trataban de pacientes que
habian perdido controles en la unidad y por el médico de familia y que fueron reclutados
para el estudio, con los dos indices positivos para cirrosis y con una ECO donde se
diagnostico el CHC, estando los 3 asintomaticos y sin descompensaciones previas de

otro tipo. Dos de ellos, fueron éxitus.

Nuestro resultados muestran que los pacientes con una puntuacion de Sabadell’s

NIHCED mayor que cero estan en riesgo de desarrollar cirrosis. El Sabadell’s NIHCED
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contiene siete variables. La presencia de cualquiera de estas variables representa un
factor de riesgo para el desarrollo de cirrosis en el futuro. De hecho, todas estas variables
son signos orientativos de cirrosis. Y como hemos visto anteriormente, los estudios
realizados previamente avalarian la conclusion de que la edad es uno de los principales

d 357, 358, 359, 360

factores que influiria en la progresion de la enfermeda , ¥ en el Sabadell’'s

NIHCED la edad mayor de sesenta se considera un factor de riesgo.

Otro resultado destacable de nuestro estudio es que se han comparado tres
métodos no invasivos en la prediccion de cirrosis (indice de Forns, APRI y NIHCED)

siendo el indice Forns con mayor poder predictivo.

El periodo medio de seguimiento de nuestro estudio es de 11 afios muestra que
estos métodos no invasivos son utiles para el seguimiento prospectivo de los pacientes

con hepatitis C croénica.

La variabilidad en la progresién de la hepatitis créonica C es notable e influenciado
por varios factores %% 3¢°_ Esta situacion es dindmica y en ella se enfrentan dos procesos
extremos: la fibrogénesis y la fibrolisis *’°. Esto conlleva una acumulacién de colageno en
el tejido, asi como de otras proteinas de la matriz extracelular. La mayoria de estudios de
seguimiento de la fibrosis hepatica utilizan modelos longitudinales en los que se asume
que la progresién de la fibrosis es un proceso lineal ”’. Sin embargo, es muy probable que
la situacion permanezca estable durante largos periodos y que se produzcan
reactivaciones temporales en las que el aumento de la actividad inflamatoria provoque la

progresién de la fibrosis *"".

Otro resultado importante, es que hemos podido generar un modelo de regresion
logistica y generar una formula util para el pronéstico de cirrosis de forma individual en un
paciente en concreto y en un periodo concreto de tiempo que nosotros mismos
marquemos. El modelo clasifica correctamente al 85.8% de los pacientes, con una
sensibilidad del 69.8% y una especificidad del 92.2%, con una AUC de 0.84 (IC 95%:
0.782-0.89). Las variables con mas alto OR (no incluidos los indices Forns, APRI ni
NIHCED), son ser diabético, tener F3, el genotipo 1, tener esplenomegalia, el tiempo
trascurrido entre la primera y segunda visita y la edad, lo cual coincide con estudios

previos.
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No tenemos constancia de que hasta ahora se hayan generado modelos que

pronostiquen la evolucién a cirrosis de un paciente concreto, con unas tan altas AUC.

Otro resultado importante de nuestro estudio es que los tres indices son utiles en
la prediccion de la probabilidad de mortalidad debida a la hepatitis crénica C.
Nuevamente el indice de Forns es el que presenta un mayor poder de prediccidén de

mortalidad.

Hasta el momento, algunos estudios también han mostrado la utilidad de los
indices no invasivos, tanto directos como indirectos o mixtos, en el diagnostico de fibrosis
significativa y/o cirrosis **®. Entre algunos indices indirectos, tenemos el indice Fibroindex
'3 para el diagnéstico de fibrosis significativa, realizado con una N=360 pacientes con
biopsias con longitud media de 10 mm y una sensibilidad que oscila entre 30-40%, una
especificidad de 97% y un AUC 83%. El indice HALT-C o Lok index '®, basada en una
cohorte de 1141 pacientes, para diagndstico de cirrosis, con una S 47%, una E 92% y un
AUC del 81%, y biopsias con una longitud media de 1.84 cm. El FIB-4 ' para el
diagnéstico de fibrosis significativa, con una N=874 pacientes, con una S entre 38%-74%,
una E entre 81-98% y un AUC del 85%, y en este caso, no se aporté las medidas de la
biopsia. El King score '** con una N=923, con biopsias con > 10 tractos portales, para el
diagnéstico de fibrosis significativa (S 70%-84% y E 85-70% y AUC 89%) y cirrosis (S
86%, E 80% y AUC 94%). Como se puede ver, con valores de sensibilidad, especificidad
y AUC similares a los obtenidos por nuestro grupo, tanto para el diagnéstico de fibrosis

significativa como de cirrosis.

Nuestro estudio también ha permitido crear un algoritmo diagnostico a partir de los
tres métodos no invasivos para evaluar el riesgo de evolucién a cirrosis con el tiempo en
funcién de las variables introducidas. Hasta la fecha existen multiples estudios sobre el

uso de dos o mas métodos no invasivos para aumentar la precision diagnostica,
incluyendo el uso de FibroScan® 184, 191, 194, 199, 200, 201, 202, 204, 205, 206, 207, 208, 289, 290, 291, 292, 293,

372, 373, 374 " sin embargo, ninguno de ellos ha podido crear como en nuestro caso un

algoritmo pronéstico del riesgo de evolucionar a cirrosis hepatica con el tiempo. Entre los
estudios mas destacados en cuanto a la realizacion de algoritmos diagndsticos esta, por

el ejemplo, Sebastiani y et al %?

con el algoritmo SAFE (sequential algorithm for fibrosis
evaluation) combina de forma secuencial el test APRI y el Fibrotest®, identificando con
una fiabilidad del 94% al 50% de los pacientes con fibrosis significativa (F2-4) usando el

indice APRI como test de screening seguido del uso del FibroTest® en los casos en los
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que el APRI no pueda clasificarlos, dejando la biopsia hepatica sélo en los casos en que
los test cataloguen al paciente con fibrosis FO-F1. Ademas, usando diferente cut-off,
identifica al 70% de los pacientes con cirrosis con una precisién diagnéstica del 95%,
evitando la biopsia en el 60-70% de los casos ?'°. Estos datos fueron validados en un
estudio multicéntrico con mas de 2.000 pacientes con VHC '®®. Con ello, se podian evitar
el 50% de las biopsias hepaticas para identificar fibrosis significativa y evitarse mas de

80% de las biopsias para identificar cirrosis.

En nuestro estudio, hemos generado un algoritmo diagnéstico, para el diagnéstico
de cirrosis. Para su realizacién, se han generado un modelo en forma de arbol de
decision, con el que el mas alto numero de pacientes son correctamente clasificados,
usando los indices como variables continias. Con nuestro modelo, nos hubiésemos

ahorrado 126 biopsias (88.73% de las 142 biopsias realizadas).

Como se ha demostrado, los marcadores serolégicos son altamente sensibles y
especificos para descartar fibrosis. Ademas, la precision de los tres métodos no invasivos
como se evidencia por el area bajo la curva ROC son similares a los reportados en otros
estudios. En nuestro estudio, los métodos no invasivos ahorran la biopsia hepatica en 17
pacientes (8.4%) descartando fibrosis significativa y en 8 pacientes (3.95%) mediante la
confirmacion de la cirrosis mediante la clasificacion simultanea en los tres indices, Forns,
APRI y Sabadell’'s NIHCED. Dado que el numero de pacientes en los que los tres
métodos no invasivos concuerdan, bien para descartar fibrosis significativa, como
diagnéstico de cirrosis, y asi evitan la biopsia hepatica era pequefio (25 pacientes,
8.62%), el posible sesgo de incluir en el estudio de evolucion pacientes sin biopsia de

control, es muy baja.

Aunque pueda parecer sorprendente que solo el 12% de las biopsias de
seguimiento se podria evitar, es importante recordar que los métodos no invasivos son
mas eficaces en los extremos de la escala, en decir, para el diagnostico de cirrosis. En
nuestro estudio, el 76% de los pacientes tenian fibrosis intermedia (entre F1 y F3), y esto

podria explicar los resultados discordantes entre los métodos no invasivos.

Una limitacion de nuestro estudio es el uso de la biopsia hepatica como el patron
de oro. Esta limitacion es evidente en los 17 pacientes cuyo estado de fibrosis mejora
desde fibrosis significativa a fibrosis leve entre la primera y la segunda biopsia. La

mayoria de los pacientes cuya puntuacién de fibrosis ha mejorado se habian sometido a
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tratamiento antiviral '3

, pero ninguno habia logrado una RVS, aunque estos resultados
no alcanzaron significacion estadistica probablemente debido al pequefio numero de

pacientes.

El tejido recogido en una muestra de biopsia representa 1/50.000 del parénquima
hepatico. En nuestro estudio, solo tenemos datos de la calidad de las biopsias de
seguimiento. La media de diametro fue de 0.13 cm * 0.14 (el estandar recomienda 1.6
cm); la media de la longitud de la muestra fue de 1.41 cm % 0.31 (el estandar
recomiendan 2-3 cm) y la media de los espacios porta fue de 10.54 + 3.4 (el estandar
recomiendan entre 10-11 espacios porta), lo cual avala la buena calidad de las biopsias

de seguimiento recogidas.

Ofra limitacion de nuestro estudio es que no usamos la elastografia transitoria
para definir el estado de fibrosis hepatica *°. Usando esta técnica de ultrasonido en
combinacion con el Sabadell’s NIHCED, podria haber mejorado el rendimiento de nuestro
indice no invasivo. Sin embargo, esta técnica no estaba disponible en nuestro centro
durante el periodo de estudio. No obstante, una de las principales ventajas de estos
métodos seroldgicos no invasivos es que pueden ser utilizados en cualquier entorno

clinico, de forma rapida y facil para el seguimiento de pacientes con infeccién por VHC.

Por ultimo, la introduccién de agentes antivirales directos ha aumentado en el
ultimo afio la tasa de respuesta viroldgica sostenida en pacientes con hepatitis cronica C
y debido a los escasos efectos secundarios este tratamiento puede ser utilizado en
poblaciones de pacientes como cirrosis hepatica descompensada, pacientes con
patologia psiquiatrica, etc... que antes no podian ser tratados. En el momento actual, y
dado que los agentes antivirales directos son muy caros, aun es necesario un buen
cribaje de fibrosis hepatica para seleccionar pacientes para el tratamiento, que ha de ser
priorizado en pacientes con METAVIR F3-F4 (A1) y esta justificado en pacientes con
fibrosis moderada (METAVIR F2) (A2) *"® %" 38 Por |o tanto, la evaluacion y prediccion

de la fibrosis hepatica en pacientes con hepatitis C crénica sigue siendo importante *'°.

En conclusion, los métodos no invasivos indirectos APRI, Forns y Sabadell’'s
NIHCED podrian ayudar a detectar pacientes con hepatitis C cronica en riesgo de
progresion a cirrosis con altas tasas de sensibilidad, especificidad, VP y VPN. Ademas de

la posibilidad de predecir la evolucion a fibrosis significativa y a cirrosis en un periodo
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concreto de tiempo, con una alta exactitud empleando las férmulas generadas mediante

el estudio multivariado
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Conclusiones

7.- CONCLUSIONES

1. El Sabadell’'s NIHCED es un indice no invasivo sensible, especifico y con buena
exactitud diagnéstica para la deteccién de fibrosis significativa en pacientes con

hepatitis cronica por VHC.

2. El Sabadell’s NIHCED incorpora en su puntuacion datos ecograficos que aportan

informacion adicional.

3. El indice Forns, el indice APRI y el indice de NIHCED son indices sensibles y
especificos y con buena exactitud diagnéstica para la deteccion de cirrosis hepatica
en pacientes con hepatitis crénica por VHC. El indice de Forns presenta una mayor

calidad diagndstica para detectar cirrosis hepatica.

4. El indice de Forns, el APRI y el indice NIHCED son sensibles, especificos y con
buena exactitud diagndstica para predecir la progresion a cirrosis de los pacientes
con hepatitis crénica por VHC, si bien el indice de Forns presenta una mayor

precision para predecir la progresion

5. El indice de Forns, el APRI y el indice NIHCED son sensibles, especificos y con
buena exactitud diagnéstica para predecir la mortalidad global en los pacientes con

hepatitis cronica por VHC presentando una mayor exactitud el indice de Forns.

6. El indice de Forns, el APRI y el indice NIHCED son sensibles, especificos y con
buena exactitud diagnéstica para predecir la mortalidad secundaria a las
complicaciones derivadas de la hepatitis cronica por VHC. El indice de Forns obtiene

mayor exactitud diagndstica.

7. El indice de NIHCED es también sensible, especifico y con buena exactitud

diagnostica para predecir mortalidad global y por hepatitis cronica por VHC.
8. La elaboracion de un arbol de decision basado en el indice Sabadell’s NIHCED vy el

indice Forns para el diagnéstico de cirrosis tiene una alta sensibilidad y especificidad,

evitando un gran numero de biopsias hepaticas.
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ANEXO II: INDICES PREDICTIVOS DE FIBROSIS HEPATICA.






Anexo 11

INDICES PREDICTIVOS DE FIBROSIS HEPATICA.
PUNTOS DE CORTE USADOS

- Indice de Forns

» Ausencia de fibrosis o fibrosis leve — Forns < 4.2
» Fibrosis significativa o cirrosis hepatica — Forns > 6.9

- APRI

» Ausencia de fibrosis significativa — APRI < 0.5
» Fibrosis significativa — APRI = 1.5

» Ausencia de cirrosis — APRI < 1.0
» Presencia de cirrosis — APRI > 2.0

- Sabadell’s NIHCED

» Ausencia de fibrosis significativa — NIHCED < 6
» Fibrosis significativa — NIHCED >6-21
» Presencia de cirrosis — NIHCED = 22

261






ANEXO lll: COMPARACION ENTRE SABADELL’S NIHCED Y EL

FIBROSCAN®






Anexo 111

COMPARACION ENTRE SABADELL’S NIHCED Y EL

FIBROSCAN®

Indice no Parametros Formula Cut-offs Estadisticos
invasivos evaluados aplicada 5 E AUC Accuracy
Elasticidad hepatica Fe2: 7.1 KPa F=2 0.55-0.65 0.90 0.80
. (Fitness)
Fibroscan®
Fe3: 9.5 KPa F=3 0.75-0.85 0.90 0.90
F=4:12.5 KPa F=4 0.85 0.90-0.85 | 0.90-0.95
Edad =60 afios 13 puntos Presencia de fibrosis | Presencia 0.72 0.763 0.79 72.5%
T.Protrombina =1.1 10 puntos significativa: =6 de Fib
Flaquetas =100.000 15 puntaos sign
s
Sabadell’s | ssrja T2 10 puntos
NIHCED | Hipertrofia lébulo | & puntos Presencia de cirrosis: 22 | Presencia 0.86 0.90 80%
caudado de cirrosis
Atrofia lobulo hepatico | 15 puntos
derecho
Esplenomegaliaz13cm | 7 puntos
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ANEXO IV: CARTA DE PRESENTACION






Anexo IV

Unidad de Hepatologia

Corporacio Sanitaria Parc Tauli

Sabadell, 10 de Noviembre de 2009

Estimado senor/sefora:

Nos ponemos en contacto con usted dado que ha sido visitado previamente

en nuestra Unidad de hepatologia por presentar una hepatitis cronica por virus C.
La hepatitis por virus C con los anos puede evolucionar de forma
asintomatica, por lo que esta indicado pasados unos afos hacer una reevaluacion

del estado actual de su hepatitis, y asi poder ofrecerles nuevas recomendaciones.

Agradecidos por su atencion, a continuaciéon le adjuntamos dia y hora de

visita con un médico de nuestra Unidad.

Atentamente,

Unidad de Hepatologia

Corporaci6 Sanitaria Parc Tauli
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Unitat d’ Hepatologia
Corporacio Sanitaria Parc Tauli
Sabadell, 10 de Novembre de 2009
Distingit senyor/senyora:

Ens posem en contacte amb vosté donat que ha sigue préviament visitat en
la nostra Unitat d’Hepatologia per presentar una hepatitis cronica per virus C.

La hepatitis per virus C amb els anys pot evolucionar de forma
assimptomatica motiu pel qual esta indicat passats uns anys fer una revaluacié de

I'estat actual de la seva hepatitis i Aixa pogué oferir-li noves recomanacions.

Agraits per la seva atencid, a continuacio li adjuntem dia i hora de visita

amb un metge de la nostra Unitat

Atentament,

Unitat de Hepatologia

Corporacio Sanitaria Parc Tauli
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ANEXO V: CONSENTIMIENTO INFORMADO






Anexo V

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO DEL
PACIENTE.

Estudio sobre Factores prondsticos en la evolucion de la

hepatitis crénica por HVC.

Y O, D DA ..o e

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado y he comprendido su contenido.
He podido hacer preguntas sobre ello.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con el/la Dr/Dra. .......ccooiiiiiiiiiiii i
Comprendo que mi participacion es totalmente voluntaria y que puedo retirarme del
estudio:
- En cualquier momento y cuando quiera.
- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio

Nombre del paciente Firma
Nombre del investigador Firma
Sabadell, ...... de .o de 2008

273



274



Anexo V

HOJA DE INFORMACION PARA EL PARTICIPANTE.

(Real decreto 561/93)
Estudio sobre Factores prondsticos en la evolucion de la

hepatitis crénica por HVC.

CONFIDENCIAL

Estimado Sr.

Introduccion

La hepatitis cronica por virus C es muy frecuene en nuestro pais. Afecta a un 2-
3% de la poblacion. La presencia de la infeccion puede comportar como consecuencia el
desarrollo de una cirrosis hepatica en el 20-30% de los afectados., siendo en la
actualidad la causa mas frecuente de transplante hepatico.

La deteccion precoz de cirrosis hepatica en estos pacientes es fundamental para
desarrollar un programa eficaz de deteccion de complicaciones.

En nuestro Servicio hemos elaborado y validado un indice predictivo de hepatitis
cronica por virus C versus cirrosis hepatica, basado en datos analiticos y ecogréficos, que

podria permitir detectar cirrosis hepatica sin necesidad de biopsia hepatica

Objeto de la Investigacion

El objetivo del estudio es evaluar si hay una correlacion entre el estadio

histologico de la hepaitis y el indice predictivo a lo largo del tiempo.

Para ello, aquellos pacientes con hepatitis crénica por virus C que fueron
valorados en el Servicio de Hepatologia mediante la realizacién de una biopsia hepatica
se volveria a realizar una anmnesis detallada, analisis de sangre y una ecografia

hepatica para calcular el indice actual. En funcién de los resultados obtenidos se
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propondria la realizacion de una nueva biopsia hepatica para conocer el grado de
fibrosis hepatica en los que no se pueda establecer con las exploraciones anteriormente
realizadas. Las muestras de la biopsia hepatica serian procesadas y almacenadas de la

forma habitual en Anatomia Patologica y no serian utilizadas para ningun otro estudio.

Ademas, se recogera una muestra de suero (a través del mismo analisis de
sangre) que sera congelada para futuros estudios sobre la cirrosis hepatica y ciertos
componentes inflamatorios de la sangre de los que seria previamente informado. En
ningun momento se realizaran estudios genéticos, dado que se trata de una muestra de

suero.

Queremos desarrollar esta actividad con el maximo respeto de los derechos
individuales, segun los postulados aceptados internacionalmente por las Naciones Unidas
y la Comision Europea (Acta de Helsinki de 1975 revisada en 1983) y Convenio de
Oviedo de 1997). Por ello, la investigacion cuenta con la supervisién del Comité de Etica
del Hospital Parc Tauli, que vela por el cumplimiento de los postulados anteriormente
citados y cuyos informes son publicos. Por este motivo, le pedimos que conscientemente

decida colaborar con nosotros.

¢ Quién puede participar?

Pacientes con hepatitis por virus de la hepatitis C que hayan sido valorados por el
Servicio de Hepatologia entre Enero de 1998 y Diciembre de 2002 a los que se les haya

realizado una biopsia hepatica previa.

¢En qué consistira participar en el estudio? Procedimiento

Con estos fines, le pedimos su consentimiento para poder extraer una muestra de
20 cc de su sangre, lo cual no supone ninguna complicacion afiadida a la de cualquier
extraccion de sangre y congelar parte del suero. Ademas, una Ecografia hepatica (no
dolorosa ni invasiva) y en funcion de los resultados obtenidos se le pediria la realizacién

de una biopsia Hepatica.
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Anexo V

El desarrollo del estudio conlleva la creacién de un registro anénimo con los datos
personales de los participantes y los resultados de las pruebas. Los datos que quedarian

registrados para el estudio son los siguientes:

* Datos de caracter personal: fecha de nacimiento, sexo.

* Datos clinicos: N° historia clinica, historia clinica habitual (antecedentes de
enfermedades previas, medicamentos habituales) y especificos (afio de diagndstico de
hepatitis C, antecedentes de transfusion sanguinea y adicciébn a drogas por via
parenteral, consumo de alcohol y tabaco, indice predictivo previo y biopsia hepatica).

Ademas, los resultados de la analitica, de la ecografia y la biopsia actual.

Se realizara una primera visita en la que se realizara una historia clinica completa
y se solicitara la analitica y la Ecografia hepatica. En una segunda visita informaremos
de los resultados, y en caso que fuera necesario por la evoluciéon de la hepatitis cronica le
propondria la realizacion de una biopsia hepatica o el inicio de controles por la Unidad de

Hepatologia, asi como tratamiento si fuera preciso.
Paralelamente, un médico del equipo especialista establecera contactos

periodicos con usted para facilitar el seguimiento y atendera personalmente cualquier

consulta que se desee realizar sobre este estudio.

¢ Cuadles son los riesgos potenciales de su participacién en este

estudio?

Los que entrafia la realizacion de una biopsia hepatica tal y como se detalla en el

consentimiento informado de la biopsia y tal y como le informara su médico.

¢, Cuales son los beneficios de su participacion?

En la actualidad, el método diagndstico para valorar el grado de evolucion de la
hepatitis cronica por virus C es la biopsia hepatica, siendo aconsejable su realizacion

periodica al menos cada 5 afios. El indice predictivo podria ser una herramienta util para
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el seguimiento ambulatorio de los pacientes con hepatitis cronica por virus C obviando la

realizacion de biopsias hepaticas periddicas.

¢ Se mantendra la confidencialidad de su participacion en este

estudio?

En todo momento se mantendra la confidencialidad de sus datos y siempre
respetando la ley de proteccién de datos vigente en Espafia. Segun la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, el consentimiento para el tratamiento de sus datos
personales y para su cesion es revocable. Usted puede ejercer el derecho de acceso,
rectificacion y cancelacion dirigiéndose al investigador, el cual lo pondra en conocimiento
del promotor. Los resultados del estudio podran ser publicados, pero no se hara
referencia a su nombre ni tampoco se le identificara y los datos referenciados no
permitiran remontar hasta usted. Su nombre no podra ser desvelado fuera del consultorio

médico.

¢ Quién ha revisado el estudio?

El estudio ha sido revisado por representantes del Comité Etic d'Investigacid
Clinica (CEIC) del Hospital Parc Tauli (Sabadell, Barcelona).

Beneficios y compensaciones

El interés clinico de los resultados de los analisis que haremos puede repercutir
directamente sobre su hepatitis cronica por virus C, al poder valorar el estado y la
evolucion de la misma, ya que en el caso en que se detecte un indice elevado (proximo a
lo que consideremos cirrosis) o bien, en caso que se detecte cirrosis establecida, se
podra aumentar los controles clinicos sobre usted. Ademas, aquellos pacientes

candidatos a tratamiento éste podra iniciarse.

Si lo desea, tiene derecho a rechazar conocer los resultados de las pruebas.
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Anexo V

Derecho a rehusar o a abandonar

La participacion en este proyecto es enteramente voluntaria, usted tiene derecho a
entregar sus muestras de forma andnima, si asi lo desea, y por otra parte, si en algun

momento desea retirarse podra hacerlo, sin tener que dar explicacion alguna.
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ANEXO VI: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS.

VARIABLES ESTUDIADAS






Anexo VI

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

1.- DATOS DEMOGRAFICOS

- FECHA DE NACIMIENTO (dd/mm/aa)

- SEXO:
Mujer 1
Hombre 2

2.- ANTECEDENTES

- ANTECEDENTES MEDICOS:
- HTA No 1 Si 2

- Afo de diagnostico:

- DM No 1 Si 2

- Afo de diagnostico:

- DLP No 1 Si 2

- Afo de diagnostico:

- Peso:

- Talla (cm):

283



- ANTECEDENTES PERSONALES:

- Transfusion sanguinea (antes del 1992) No 1 Si 2 Desconocido 3
- ADVP No 1 Si2
- Ex ADVP No 1 Si2
- Antecedentes de Hepatitis aguda No 1 Si 2

- Consumo de alcohol:

* Enol activo No 1 Si2

* Gramos de alcohol/dia:

* Ex — enol No 1 Si2

* Fecha de abstinencia (afo):

* Gramos de alcochol/dia previos:

- Fumador:

* Fumador activo No 1 Si 2

* Consumo actual de tabaco (paquetes/afno):

* Ex fumador No 1 Si 2

* Fecha de abandono de tabaco (afio):

* Consumo de tabaco (pag/afo) previos:
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Anexo VI

- FARMACOS:

1.- Antihipertensivos

2.- Insulina

3.- ADOs

4 - Estatinas/Fibratos

5.- Corticoides

6.- Inmunosupresores

No

No

No

No

No

No

Si 2

Si 2

Si 2

Si 2

Si 2

Si 2

Paquetes-afio: numero de afios fumando x ndmero de cigarrillos fumados al dia

20
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3.- ANALITICA GENERAL:

Fecha de la analitica del primer indice:
Fecha de la analitica actual:
- T.PROTROMBINA (anterior):
- T. PROTROMBINA (actual):

- PLAQUETAS (anterior)
- PLAQUETAS (actual)

- GOT (anterior) (U/l):
- GOT (actual) (UI/N):

- GPT (anterior) (Ul/I):
- GPT (actual) (UI/1):

- GGT (anterior):
- GGT (actual):

- Colesterol (anterior) mg/dL:

- Colesterol (actual) mg/mL:

- INR (previo) ratio:
- INR (actual) ratio

- Glucosa (anterior) mg/dL
- Glucosa (actual) mg/dL:
- Insulina (actual) pU/mL:
- HOMA:
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Anexo VI

PCR (previo):
PCR (actual):

VGS (previo):
VSG (actual):

- Crioglobulinas (previo):

- Crioglobulinas (actual):

- CARGA VIRAL (anterior) (Ul/mL):

- CARGA VIRAL (actual) (Ul/mL):

- GENOTIPO:
1la 6 1b
2
3

4a 6 4c

A WON -~
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4.- TRATAMIENTO

288

- TRATAMIENTO

No 1 Si 2

- FECHA DE TRATAMIENTO:

- TIPO DE TRATAMIENTO
*IFN
* IFN+Riv
* IFN pegilado+Riv

- RESPUESTA AL TRATAMIENTO

No Respuesta

Recidiva post-tratamiento
Contraindicacion al tratamiento
Negativa a realizar el tratamiento

Abandono por complicaciones

No 1 Si 2
No 1 Si 2
No 1 Si 2
1
2
3
4
5



Anexo VI

4.- ECO ABDOMINAL

Fecha de la anterior ecografia del score (dd/mm/aa):

Fecha de la actual ecografia (dd/mm/aa):

- Hipertrofia I6bulo caudado (anterior) No 1
- Hipertrofia lob. caudado (actual) No 1
- Atrofia LHD (anterior) No 1
- Atrofia LHD (actual) No

- Esplenomegalia (anterior) No 1
- Esplenomegalia (actual) No 1
- Ascitis (anterior) No 1
- Ascitis (posterior) No 1

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si
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5.-INDICES

- indice de Forns (anterior):

- indice de Forns (actual):

- APRI (anterior):
- APRI (actual):

- HALT-C (anterior)
- HALT-C (actual):

- NIHCED (anterior):
- NIHCED (actual):

290



Anexo VI

6.- PRIMERA DESCOMPENSACION/ES CIRROTICA/S DURANTE

LA EVOLUCION

- Ascitis No 1
-Fecha (dd/mm/aa):

- HDA No 1
- Fecha (dd/mm/aa):

- Encefalopatia hepatica No 1
-Fecha (dd/mm/aa):

-CHC No 1
- Fecha (dd/mm/aa):

- Varices esofagicas No 1
-Fecha (dd/mm/aa):

7.- BIOPSIA HEPATICA

- Fecha de la anterior biopsia hepatica (dd/mm/aa):

- indice de Knodell:

- Fibrosis Knodell (4° numero):

- Piecemal Necrosis (METAVIR; 1° nimero):
- Necrosis lobulillar (METAVIR, 2° numero):
- indice METAVIR;:

- Fibrosis METAVIR (mismo que el Knodell):

Si

Si

Si

Si

Si
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- Fecha de la actual biopsia hepatica (dd/mm/aa):
- indice de Knodell:

- Fibrosis Knodell:

- Piecemal Necrosis (METAVIR; 1° numero):

- Necrosis lobulillar (METAVIR, 2° numero):

- indice METAVIR:

- Fibrosis METAVIR:

8.- EXITUS

- Data:

- Causa:
- Cirrosis (insuficiencia hepatocelular)
- Hepatocarcinoma
- Infecciones/sepsis
- Cancer
- Cardiovascular
- HDA
- Otras
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Anexo VI

VARIABLES ESTUDIADAS

* Variables demograficas: Fecha de nacimiento, Sexo.

* Variables relacionadas con la infeccién por hepatitis C: Fecha de diagndstico de la hepatitis C,

antecedentes de transfusién sanguinea, antecedentes de adiccion de drogas por via parenteral,
antecedentes de hepatitis aguda, carga viral inicial y genotipo del VHC, NIHCED, test de Forns y
APRI en el momento inicial de evaluacion, hallazgos histolégicos (actividad en Knodell e indice de

fibrosis).

* Presencia de descompensaciones relacionadas con evolucidon a cirrosis hepatica: ascitis,

encefalopatia hepatica, hemorragia digestiva por varices esofagicas, carcinoma hepatocelular.

* Variables relacionadas con la historia natural de la hepatitis C: Consumo de alcohol (en el

momento inicial de la evolucién y en la actualidad), consumo de tabaco (en el momento inicial de
la evolucién y en la actualidad), medicacion habitual, consumo de drogas por via parenteral, indice
de masa corporal, enfermedades que promuevan esteatosis hepatica: diabetes mellitas, obesidad,

hipertension arterial o dislipemia.
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ANEXO VII: DESCRIPCION DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS






Anexo VII

DESCRIPCION DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS

- Cuantitativas

* Edad: expresada en fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa)
*  Peso: expresada en kilogramos.

*  Talla: expresada en centimetros

*  Gramos de alcohol/dia (enol activo/ex enol)

*  Fecha de abstinencia alcohdlica, expresado en afos
*  Consumo de tabaco (activo y ex consumidor), expresado en paquetes/afio
*  Fecha de abstinencia tabaco, expresado en afios

*  T.Protrombina, expresado en segundos

* INR, expresada en ratio

*  Plaquetas, expresada en células/mm?

*  GOT, expresada en Unidad/litro (U/l)

*  GPT, expresada en Unidad/litro (U/l)

*  GGT, expresada en Unidad/litro (U/l)

*  Colesterol, expresada en mg/mL

*  Glucosa, expresada en mg/dL

*  Insulina, expresada en pU/mL

*  HOMA

*  PCR, proteina C reactiva, expresada en mg/L

*  VSG, expresada en segundos

*  Crioglobulinas, expresada en g/dL

*  Carga viral, expresada en Ul/mL

* Indice de Forns, APRI, HALT-C y NIHCED

- Cualitativas

*  Sexo: expresada como hombre o mujer
*  Antecedentes personales:
v HTA, expresado como SI/NO
v DM, expresado como SI/NO
v" DLP, expresado como SI/NO
v' Transfusién  sanguinea antes de 1992, expresado como
SI/NO/DESCONOCIDO
ADVP, expresado como SI/NO

\
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ExADVP, expresado como SI/NO
Antecedentes de Hepatitis aguda, expresado como SI/NO
Enol activo, expresado como SI/NO

Ex — enol, expresado como SI/NO

AN N NN

Fumador activo, expresado como SI/NO
v" Ex fumado, expresado como SI/NO
*  Farmacos
v" Antihipertensivos, expresado como SI/NO
Insulina, expresado como SI/NO
ADOs, expresado como SI/NO
Estatinas/fibratos, expresado como SI/NO

Corticoides, expresado como SI/NO

AR N N NN

Inmunosupresores, expresado como SI/NO

*  Genotipo, expresado como 1a o0 1b, 2,3y 4a04b
*  Tratamiento, expresado como SI/NO
v" Fecha de tratamiento (dd/mm/aaa)
v" INF, expresado SI/NO
v" IFN+Riv, expresado como SI/NO
v" IFNp+RIV, expresado como SI/NO
* Respuesta al tratamiento, expresado como no respuesta/recidiva post-
tratamiento/contraindicacion al tratamiento/negativa a realizarlo/abandono por
complicaciones
*  Resultado de la ecografia
v" Fecha de realizacion (dd/mm/aaaa)
v Hipertrofia I6bulo caudado, expresado como SI/NO
v' Atrofia de LHD, expresado como SI/NO
v' Esplenomegalia, expresado como SI/NO
v' Ascitis, expresado como SI/NO
*  Biopsia hepatica
v" Fecha de realizacion (dd/mm/aaaa)
indice de Knodell
Fibrosis Knodell, expresado como 0, 1, 3,6 4
Piecemal Necrosis (METAVIR), expresada como 0, 1,26 3
Necrosis lobulillar (METAVIR), expresada como 0, 1y 2
indice METAVIR, expresada como 0, 1,2y 3
v" Fibrosis METAVIR, expresado como 0, 1,2,3 64

NN NN

* Causas de éxitus

v" Fecha de éxitus (dd/mm/aaa)
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Anexo VII

*  Expresada como cirrosis (insuficiencia hepatocelular); Hepatocarcinoma;

Infecciones/sepsis; Cancer; Cardiovascular; HDA; Otras

‘@6 N HOMA2 Calculator
[Fasting values
Plasma glucose : 7.8 ® mmol/l ) mg/dl
" Insulin 8] 65 @® pmol/l () uu/ml
%B: 45.6 %S : 74.5 IR: 1.3

Ccaleulate ) ( Copy )( Prim ) (  Exit )

El HOMA (Homeostasis Model Assessment) estima el estado de la funcidon de las células

beta (%B) y la sensibilidad a la insulina (%S), en forma de porcentajes en referencia a la poblacion

normal. http://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/

HOMA = [(glucemia/18) x insulinal/22.5

Cutt offs: Varones: 2.25
Mujeres: 2.10
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ANEXO VIII: FORMULA PRONOSTICA DE EVALUACION A

CIRROSIS






Anexo VIII
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ABSTRACT

Introduction: liver disease resulting from chronic hepatitis C
virus (HCV) infection follows an asymptomatic course towards cir-
rhosis and its complications in 20-40% of cases. Earlier studies
demonstrated that advanced fibrosis is a prognostic factor. The
“gold standard” for the evaluation of fibrosis grade is liver biopsy.
Our group validated a predictive index - NIHCED - based on de-
mographic, laboratory parameters, and echoghraphic data to de-
termine the presence of cirrhosis.

Objective: our objective is to evaluate whether the NIHCED
score predicts the presence of advanced fibrosis in patients with
chronic HCV infection.

Material and methods: this prospective study included pa-
tients with chronic HCV infection who underwent liver biopsy and
were administered the NIHCED score. Fibrosis grade correlated
with the NIHCED score using the ROC curve analysis and Spear-
man’s correlation coefficient.

Results: in total 321 patients were included (male/female ratio
1.27) with a mean age of 48 + 14 years. Liver biopsy showed that
131 (30.5%) had no fibrosis or had portal expansion while 190
(69.5%) had advanced fibrosis or cirrhosis. At a cut-off point of 6,
sensitivity was 72%, specificity was 76.3%, positive predictive value
(PPV) was 81%, negative predictive value (NPV) was 63.7%, and di-
agnostic accuracy was 72.5%, with an area under the curve (AUC) of
0.787, and a Spearman’s correlation coefficient of r = 0.65.

Conclusions: the NIHCED score predicts the presence of ad-
vanced fibrosis in an elevated percentage of patients with a need
of liver biopsy.

Key words: Hepatitis C virus liver disease. Advanced fibrosis.
Predictive index. HIHCED index.
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ABBREVIATION LIST

HVB: Hepatitis B virus.

HIV: Human immunodeficiency virus.
TSI: Transferrin saturation index.
ANAs: Anti-nuclear antibodies.

PBC: Primary biliary cirrhosis.

AP: Alkaline phosphatase.

AMAs: Anti-mitochondrial antibodies.
GGT: Gamma-glutamyl transpeptidase.
ALT: Alanine transaminase.

AST: Aspartate aminotransferase.

INTRODUCTION

Currently, viral hepatitis C (HCV infection) constitutes
the most prevalent cause of chronic hepatitis in devel-
oped countries. It is estimated that 3% of the world’s pop-
ulation (170 million people) suffer from chronic HCV in-
fection. In Spain, the prevalence has been calculated
between 1.6 and 2.6% of the population, and increases
progressively with age to reach 4.1% in those > 65 years
(1,2). Chronic disease evolves asymptomatically and, as
such, is not detected in many cases.

Approximately 80% of those infected with HCV are
chronic virus carriers (3.,4), one third of them develop a
liver crisis in the subsequent 20 years, and up to 7% of
patients with cirrhosis develop hepatocellular carcinoma
(4,5). However, approximately two thirds of chronic car-
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riers present with a clinically asymptomatic infection
that, in the absence of other adjuvant factors (alcohol
consumption, HVB co-infection and/or HIV), will re-
main stable or progress slowly to hepatic fibrosis (6).

Several studies have shown that host factors, rather
than viral factors, have a greater impact on the progres-
sion of hepatic lesions. Specifically, age, alcohol con-
sumption and male gender appear to have a greater prog-
nostic value versus genotype or viral load (7).

The “gold standard” diagnostic method to evaluate
chronic HCV infection grade is liver biopsy. Some au-
thors recommend periodic liver biopsies (8) in patients
with chronic HCV infection. However, serial liver biop-
sies are difficult because of their associated morbidity
(3%), mortality (0.03%), and low patient acceptance (9).
However, it is important to detect early liver cirrhosis in
order to refer these patients for appropriate follow-up,
and to detect complications.

To date, several predictive markers of liver cirrhosis
that include clinical, laboratory, and echographic data
have been published (10-19). In our Unit we developed
and validated an index predictive of chronic HCV-related
hepatitis. Termed the Sabadell NIHCED (Non-Invasive,
Hepatitis C-related Cirrhosis Early Detection) index, it
includes several demographic, laboratory and echograph-
ic parameters (20) (Table I). A score = 22 has a sensitivi-
ty of 86%, a specificity of 90%, a positive predictive
value (PPV) of 68%, a negative predictive value (NPV)
of 96.4%, and a diagnostic accuracy of 90% (20).

The goal of the present study was to evaluate the sensi-
tivity, specificity, PPV, NPV, and diagnostic precision of
NIHCED to determine the presence of advanced fibrosis
in patients with chronic liver disease due to HCV.

Table I. NIHCED index for the prediction of chronic HCV

liver disease
Variable Points score
Age > 60 13 points
Prothrombin time > 1.1 10 points
Platelets < 100,000 15 points
AST/ALT > 1 10 points
Caudate lobe hypertrophy 6 points
Right hepatic lobe atrophy 15 points
Splenomegaly 7 points

An index > 22 has a sensitivity of 86%, a specificity of 90%, a positive predictive
value (PPV) of 68%, a negative predictive value (NPV) of 96.4%, and a diagnos-
tic accuracy of 90% for the diagnosis of HCV-related liver disease.

MATERIAL AND METHODS

The study is single-centered and prospective with pa-
tients diagnosed as having hepatitis due to HCV. The
study was conducted at Hospital Parc Tauli, Sabadell
(Barcelona), this being a District General Hospital serv-
ing a catchment area of 11 municipalities with responsi-
bility for healthcare provision for 414,152 citizens.

REV Esp ENFERM DiG (Madrid)

Patient selection

Between January 1993 and July 1999 patients were
prospectively and consecutively recruited from among
those with HCV-associated liver disease being evaluated
in the Liver Disease Unit of “Hospital Parc Tauli”
(Sabadell, Barcelona).

Inclusion criteria

— Asymptomatic patients diagnosed as having hepati-
tis due to HCV with elevated blood levels of HCV-RNA.

—Patients who consented to have a liver biopsy to es-
tablish the grade of fibrosis.

Exclusion criteria

—Presence of any disease that has a concomitant liver
involvement: hemochromatosis, Wilson’s disease, chron-
ic hepatitis due to HVB, drug-induced hepatotoxicity,
HIV positivity, auto-immune hepatitis, alcoholic hepati-
tis. All patients had blood tests for VHB and HIV, he-
mochromatosis assessment (iron, ferritin, TSI), auto-im-
mune hepatitis (ANAs, anti-smooth muscle cell
antibodies), PBC (AP, AMAs), Wilson’s disease (cerulo-
plasmin), and a-1 antitrypsin (antitrypsin levels).

—Presence of other disease with poor short-term prog-
nosis (disseminated neoplasia, advanced renal insuffi-
ciency...).

—Cirrhosis already established (presence of portal hy-
pertension in the form of esophageal varices, ascites or
hepatocarcinoma).

— Consumption of alcohol > 20 g/d, or other drugs.

The study protocol was approved by the Ethics Com-
mittee of Hospital “Parc Tauli”, Sabadell (Barcelona),
and designed according to the ethical guidelines of the
1975 Declaration of Helsinki (revised in 1983).

Clinical assessment

A total of 321 patients were included. A clinical history
and detailed physical examination were performed. Once
accepted into the study a blood sample was taken for labo-
ratory analysis, and a biopsy was performed to determine
the fibrosis grade resulting from HCV infection.

Laboratory testing

The following measurements were performed: com-
plete hemogram with total leukocyte count including per-
centage neutrophils and lymphocytes, hemoglobin, mean
corpuscular volume, platelet count, prothrombin time, al-
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bumin (mg/dL), total and direct bilirubin (U/L), creati-
nine (mg/dL), urea (mg/dL), AP (U/L), GGT (U/L), ALT
(U/L), AST (U/L), AST/ALT ratio, and gamma globulins.

Hepatic echography

A Doppler-echography of the liver analyzed 13 echo-
graphic variables. The variables included in the NIHCED
index and statistically related to liver fibrosis grade were:

—Hypertrophy of the caudate lobe (diameter > 4 cm).

—Right hepatic lobe atrophy (longitudinal diame-
ter < 9 cm).

—Splenomegaly (> 13 cm).

Echograms were performed with a Toshiba 140 and
Aloka SSD-650 equipment (Toshiba Medical Systems,
Zoetermer, Netherlands; Aloka Espafia SL, Madrid;
Spain), with 3.5 or 3.75 MHz. All tests were performed
by a single experienced echographer at the UDIAT Cen-
ter of Hospital Parc Tauli, Sabadell.

The NIHCED score was calculated for each patient us-
ing data obtained from laboratory tests and hepatic
echograms. The maximum time lapse between NIHCED
index determination and liver biopsy was 3 months.

Liver biopsy

All patients had an echographically-guided liver biop-
sy performed using a tru-cut needle. The biopsy sample
was fixed in FAA (formaldehyde, alcohol, acetic acid)
and embedded in paraffin. The mean size of biopsy sam-
ples measured 11.6 mm, with a mean number of fibrous
tracts of 12.2. Sample tissue was stained with hema-
toxylin-eosin, Masson trichrome stain, and 1% picrosir-
ius red solution. All samples were evaluated by an expe-
rienced pathologist at the Pathology Department,
Hospital “Parc Tauli”, Sabadell. The pathologist was
blinded with respect to the provenance of samples and
laboratory results of patients. Fibrosis grade was scored
on the Knodell scale, which classifies fibrosis into four
stages (FO, absence of fibrosis; F1, fibrosis expansion;
F3, porto-portal fibrosis bridges; F4, cirrhosis). Stages =
F3 are considered “advanced fibrosis”.

Statistical analyses

Data obtained were processed using SPSS version
15.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, USA).

Student’s t-test was used for comparison between con-
tinuous variables. When distribution normality could not
be assumed, or when sample size was < 10 observations
in any group, the Mann-Whitney U test was applied.
Comparison of proportions was performed with the x?
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test for categorical variables. When the 2 x 2 contingency
table of expected values was < 5, Fisher’s exact test was
applied. Correlations of quantitative variables (NIHCED
score) with ordinal variables (liver fibrosis, Knodell in-
dex) were tested using Spearman’s p coefficient. A value
of p < 0.05 was considered statistically significant.

The Knodell grade of fibrosis was correlated with the
NIHCED score using the receiver operating characteris-
tic — ROC — curve analysis, from which sensitivity, speci-
ficity, positive predictive value (PPV), and negative pre-
dictive value (NPV) were calculated to differentiate
patients into two groups: those with an absence of histo-
logically demonstrable fibrosis (FO) or only one fibrous
portal expansion (F1), and those who presented with ad-
vanced fibrosis (F3) or established cirrhosis (F4) accord-
ing to the Knodell index.

RESULTS
Demographic data

A total of 321 patients were included. Mean age was
48 + 14 years, with a male-to-female ratio of 1.27.

Analysis of the NIHCED score as a predictor of
advanced fibrosis in patients with chronic HCV
infection

All 321 patients were segregated into two groups:
those with an index of non-significant fibrosis (Knodell
FO and F1), for a total of 131 patients (30.5%), and those
with advanced fibrosis (Knodell F3 and F4), for a total of
190 patients (69.5% of the total).

Table II summarizes the laboratory values included in
the NIHCED index according to fibrosis grade in the
biopsy sample. Table III summarizes the echographic
data of the NIHCED score according to fibrosis grade.

From the ROC curve analysis a score > 6 was selected
as providing the best combination of sensitivity, speci-
ficity and diagnostic accuracy in detecting advanced fi-
brosis (Knodell F3 and F4). Sensitivity was 72%, speci-

Table II. Laboratory variables of patients included in the
NIHCED score segregated on the biopsy-evaluated Knodell
grade of fibrosis

Knodell fibrosis grade Age PT Platelets ASTIALT
(patient numbers) (years) (ratio) (10°1L) ratio
FO (33) 38 1 217,000 0.6
F1(98) 43 1 213,000 0.63
F3(127) 50 1.05 162,000 0.7
F4 (63) 59 1.12 112,000 0.92

PT: prothrombin time; AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine amino-
transferase.
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Table Ill. Echographic data from NIHCED in patients
segregated according to fibrosis grade based on the
Knodell biopsy score

Knodell index Splenomegaly Caudate lobe Right hepatic
hypertrophy lobe atrophy
n (%) n (%) n (%)
FO 1(3) 0 0
F1 7(07) 6(6) 1(1)
F3 17 (13) 21(16) 7(5.5)
F4 34.(54) 43 (70) 27 (43)

ficity 75%, PPV 81%, NPV 63.7%, and diagnostic accu-
racy 72.5%. The area under the curve (AUC) was 0.79
(95% CI: 0.74-0.84). The positive and negative predic-
tive values of the likelihood ratio indicated an LR (+) of
3.04 and LR (-) of 0.37 (Fig. 1).

ROC curve
1.0 4
0.8 1
2 0.6
=
=
2
o
v 0.4
0.2 1
0.0 T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
1 - Specificity
Los segmentos diagonales son producidos por los empates.

Fig. 1. ROC curve of NIHCED scores for advanced hepatic fibrosis. A cu-
toff score > 6 was selected as providing the best combination of sensi-
tivity, specificity and diagnostic accuracy to detect advanced fibrosis
(Knodell index F3 and F4). Sensitivity was 72 %, specificity was 76.3%,
PPV was 81%, NPV was 63.7%, and diagnostic accuracy was 72.5%.
The area under the curve (AUC) was 0.79 (95% Cl: 0.74-0.84).

Curva ROC del NIHCED para fibrosis hepatica avanzada. Se selecciono
una puntuacion mayor de 6 como la mejor combinacion de sensibili-
dad, especificad y exactitud diagndstica (accuracy) para detectar fibro-
sis avanzada (Knodell F3 y F4). La sensibilidad fue del 72%, especifici-
dad del 76,3%, VPP del 81%, VPN del 63,7% y una exactitud
diagnostica (accuracy) del 72,5%. El area bajo la curva fue de 0,79
(95%, IC 0,74-0,84).
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The correlation between the Knodell fibrosis index
and the NIHCED score had a Spearman’s correlation co-
efficient of r = 0.65.

NIHCED score as predictive of advanced fibrosis:
estimation cohort and validation cohort

All 321 patients were divided randomly into two
groups, the estimation cohort and the validation cohort,
composed of 217 and 104 patients, respectively.

ROC curve analyses were applied to both groups with a
cutoff score of > 6. The estimation cohort had a sensitivity
of 70%, specificity of 74%, and diagnostic accuracy of
72% with an AUC of 0.77 (95% CI: 0.71-0.83). The calcu-
lation of the positive and negative predictive values of the
likelihood ratio showed an LR (+) of 2.7 and LR (-) of
0.40.

The validation cohort showed a sensitivity of 76%,
specificity of 76.3%, and diagnostic accuracy of 76%
with an AUC of 0.82 (95% CI: 0.74-0.90). The calcula-
tion of the positive and negative likelihood ratio showed
an LR (+) of 3.21 and LR (-) of 0.31 (Table IV).

Table IV. ROC curve values obtained for the NIHCED index
in the estimation and validation cohorts

Cohort n AUC Sen Spec PPV NPV Accuracy LH(+)
(%) (%) (%) (%) (%)

Estimation 217 0772 70 74 782 65.1 72 2.7
Validation 104 082 76 763 85 644 76 3.21

AUC: area under the curve; Sen: sensitivity; Spec: specificity; PPV: positive pre-
dictive value; NPV: negative predictive value; LH: likelihood ratio.

DISCUSSION

Several authors have developed non-invasive indices
for the diagnosis of cirrhosis or of advanced fibrosis in
order to avoid the need for liver biopsy (21-23). Liver
biopsy continues to be the “gold standard” for fibrosis as-
sessment despite the method having a considerable per-
centage of false positive and false negative results from
sample errors and inter-observer differences.

Despite all these shortcomings, and the availability of
several predictive indices, there has been no substitute for
biopsy as ideal method as yet. Some authors have sug-
gested combining several indices as a non-invasive
method of diagnosis (24,25) even though there are some
cases that continue to need liver biopsy for complete
characterization. Leroy et al. (24) compared the histology
results obtained in 180 chronic HCV infection patients
with 6 different non-invasive indices. Their results
showed that only one third of patients remained correctly
categorized when combining the FibroTest (26) and the
APRI (22). Castera et al. (27) highlighted that when Fi-
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broTest results were combined with that of transient elas-
tometry findings coincided for 70-80% of patients, and
liver biopsy could be avoided for 77% of patients with
advanced fibrosis.

All non-invasive indices can detect extreme values
with sufficient certainty, but only offer partial informa-
tion on liver fibrosis for patients with intermediate val-
ues, and thus liver biopsy remains the “gold standard”.

A considerable inconvenience of some of these non-in-
vasive indices such as the FibroTest (28) is that they have
not been done on a routine basis, given that they provide
a mathematical formula that combines, for instance,
5 variables (FibroTest): total bilirubin, GGT, haptoglo-
bin, alpha 2-microglobulin, and apolipoprotein Al. As
such, this index is difficult to apply in the majority of
routine clinical practices. Furthermore, the high econom-
ic cost of these tests means that they cannot be performed
routinely in patients with chronic HCV infection.

A group at the University of Sydney (29) has proposed
a non-invasive model of fibrosis progression that in-
cludes age, AST, cholesterol, alcohol use, and insulin re-
sistance (30). Romera et al. validated the Sydney index in
patients with hepatitis and showed a negative predictive
value of 70%, as compared to the 93% communicated by
the authors (31). As such, it would appear that adding the
high-cost insulin resistance test to this index would pro-
vide a greater benefit to the NIHCED index as generated
and validated by our group.

The NIHCED score, as with other non-invasive in-
dices such as that of Forns (21), uses parameters that are
routinely obtained in clinical practice to evaluate the fol-
low-up of patients with chronic HCV infection. Chronic
HCYV infection, as has been commented upon earlier, is a
highly prevalent infection affecting 2-3% of the Spanish
population. This implies that exhaustive follow-up by
specialists of all infected patients would nearly collapse
hepatology specialist healthcare.

Due to the infection often being asymptomatic, many
of these patients are not identified until their diagnosis in
the course of other explorations. Conversely, a large
group of asymptomatic patients are young with an active
work life but are not monitored on a regular basis, or the
monitoring is left to the family doctor or primary-care
physician. The NIHCED score was designed with the in-
tention of offering an attainable tool to the family doctor
that is easy to score and to evaluate, and which serves to
detect advanced fibrosis early. Applying the tool would
identify a subgroup of patients with advanced fibrosis
who would need to be referred for specialist monitoring.
Many authors have demonstrated that advanced fibrosis
is a fundamental diagnostic factor in patients with chron-
ic HCV infection. Its presence in a biopsy would indicate
that progression in these patients is faster than in those
with no fibrosis or only fibrous expansion in their biopsy
samples (32).

The NIHCED score contains the liver US data that add
prognostic factors to the index. Of note, in 27% of pa-
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tients newly diagnosed with hepatocarcinoma there is no
previous evidence of advanced fibrosis or of cirrhosis
and it is a liver echogram that guides the diagnosis on
which to initiate treatment (33). One shortcoming that
can occur in the development and validation of an index
incorporating echographic data is that of an inter-observ-
er bias. In the NIHCED score only one experienced radi-
ologist performed all echograms and evaluated all sono-
graphic findings.

The results of our study indicate that all patients > 65
years of age have a high probability of presenting with
advanced fibrosis. Previous studies evaluating this con-
clusion identified that one of the main factors influencing
disease progression was clinical evolution time, which is
one that clearly increases with age (34-36).

The combination of laboratory and echographic data
is of value because, in patients in whom laboratory pa-
rameters are within the normal range, the radiological
data included in our index may be of greater value.
Caudate lobe hypertrophy, splenomegaly, or right he-
patic lobe atrophy would suggest, with a high degree of
sensitivity and specificity, that a patient has advanced
fibrosis.

Currently, there are gaps in the use of these non-in-
vasive methods. One of the few studies in patients with
hepatitis not caused by HCV (i.e., we know how these
indices function in patients infected with HCV) indi-
cated that other mechanisms exist that induce hepatic
lesions such as hepatitis B or alcohol, but that reliabili-
ty is unknown. The ability of the NIHCED score to dis-
tinguish between advanced fibrosis and absence of fi-
brosis or portal expansion (cutoff score > 6) has a
sensitivity of 72%, specificity of 76.3%, PPV of 81%,
NPV of 63.7%, and diagnostic accuracy of 72.5% with
an AUC of 0.79 (95% CI: 0.74-0.84). These results are
as good, if not better, as those obtained with other non-
invasive methods.

In conclusion, the NIHCED score is as effective as
other non-invasive indices for determining the presence
of advanced fibrosis. The addition of echographic data
introduces prognostic factors into the information ob-
tained. In comparison to other non-invasive methods, the
HIHCED score is simple and easy to apply in any outpa-
tient clinic, whether specialist or primary care.

Future studies are needed to evaluate the utility of
these non-invasive methods for the long-term follow-up
of patients with chronic HCV infection.
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RESUMEN

Introduccion: la hepatitis cronica por VHC cursa de forma
asintomatica desarrollando cirrosis hepatica y sus complicaciones
en un 20-40% de los casos. En estudios previos se ha demostrado
que la fibrosis avanzada es un factor pronostico fundamental. El
método gold standard para la valoracion del grado de fibrosis es
la biopsia hepatica. Nuestro grupo ha validado un indice predicti-
vo, el NIHCED (Sabadell’s Non Invasive, Hepatitis C related-Ci-
rrosis Early Detection Score), basado en datos demograficos,
analiticos y ecogréaficos para determinar la presencia de cirrosis.

Objetivo: nuestro objetivo es el de evaluar si el NIHCED pre-
dice la presencia de fibrosis avanzada en los pacientes con hepati-
tis crénica por virus C.

Material v métodos: estudio prospectivo donde se incluye-
ron pacientes con hepatitis cronica por VHC. Se les realiz6 una
biopsia hepatica y el NIHCED. El grado de fibrosis se correlacioné
con el valor del NIHCED mediante curva de ROC y el coeficiente
de correlacién de Spearman.

Resultados: se incluyeron un total de 321 pacientes (ratio
hombre/mujer 1,27) con una edad media de 48 + 14 afos. La
biopsia hepética mostré que 131 (30,5%) no tenian fibrosis o era
expansion portal, mientras que 190 (69,5%) tenian fibrosis avan-
zada o cirrosis. Para un punto de corte de 6 puntos, la sensibilidad
fue del 72%, especificidad del 76,3%, VPP del 81%, VPN del
63,7% vy una precision diagnostica del 72,5%, con un area bajo la
curva fue de 0,787 y un coeficiente de correlacién de Spearman
der =0,65.

Conclusiones: el NIHCED predice la presencia de fibrosis
avanzada en un elevado porcentaje de pacientes sin necesidad de
realizar biopsia hepética.

Palabras clave: Hepatitis por virus C. Fibrosis avanzada. fndice
predictivo. Indice NIHCED.

Soporte financiero: este estudio ha sido financiado en parte por la Beca
CIR de la Corporacio Parc Tauli, Cédigo CEIC: 2004112 y por el Instituto
de Salud Carlos III (C03/02 and PI 05/1157 and CIBERehd).
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LISTA DE ABREVIATURAS

VHB: Virus de la hepatitis B.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
IST: Indice de saturacién de transferrina.
ANA: Anticuerpos antinucleares.

CBP: Cirrosis biliar primaria.

FA: Fosfatasa alcalina.

AMA: Anticuerpos antimitocondriales.
GGT: Gamma glutamil transpeptidasa.

ALT: Alanina transaminasa.

AST: Aspartato aminotransferasa.

INTRODUCCION

En la actualidad el virus de la hepatitis C (VHC) cons-
tituye la causa mds prevalente de hepatitis crénica en los
paises desarrollados. Se estima que el 3% de la poblacién
mundial (170 millones de personas) sufre una infeccién
crénica por VHC. En Espaiia, se calcula una prevalencia
que oscilaentre el 1,6 y el 2,6% de la poblacién y aumen-
ta de forma progresiva con la edad, alcanzando el 4,1%
en los mayores de 65 afios (1,2). Evoluciona a la cronici-
dad de forma asintomadtica y por tanto en muchos casos
no es detectada.

El 80% de los pacientes infectados por VHC son por-
tadores cronicos (3,4). Un tercio de ellos desarrollaran
una cirrosis hepdtica en los siguientes 20 afios, y hasta un
7% de los pacientes con cirrosis presentardn un carcino-
ma hepatocelular (4,5). Sin embargo, aproximadamente
dos tercios de los portadores crénicos presentardn una in-
feccién cronica clinicamente asintomadtica, que en ausen-
cia de otros factores adyuvantes (consumo de alcohol, co-
infeccién por VHB y/o VIH) se mantendrd estable o con
una lenta evolucién del grado de fibrosis hepdtica (6).
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Se ha demostrado en diferentes estudios que son los
factores del huésped, mds que los factores virales, los que
influyen en la progresion de la lesion histoldgica. En con-
creto, la edad, el consumo de alcohol y el sexo masculino
parecen tener mayor valor prondstico que el genotipo o la
carga viral (7).

El método diagnéstico gold estdndar para valorar el
grado de evolucién de la hepatitis crénica por virus C es
la biopsia hepdtica. Algunos autores aconsejan la realiza-
cién de biopsias hepdticas periddicas (8) en los pacientes
con hepatitis crénica por virus C. Sin embargo, la practi-
ca seriada de biopsias hepdticas es dificil de plantear
dada la morbilidad (3%), mortalidad (0,03%) y dificil
aceptacion (9). Por otro lado, es importante detectar de
forma precoz el desarrollo de cirrosis hepdtica, para in-
cluir estos pacientes en un seguimiento adecuado de de-
teccion de complicaciones.

Hasta la actualidad, se han publicado diversos marca-
dores predictivos de cirrosis hepdtica que incluyen datos
clinicos, analiticos o ecogrificos (10-19). En nuestra
Unidad hemos elaborado y validado un indice predictivo
de hepatitis crénica por virus C (NIHCED- Sabadell’s
non Invasive, Hepatitis C related-Cirrhosis Early Detec-
tion Score). El indice evalda una serie de pardmetros de-
mogréficos, analiticos y ecogréficos (20) (Tabla I). Un in-
dice igual o superior a 22 tiene una sensibilidad del 86%,
una especificidad del 90%, un valor predictivo positivo
del 68%, un valor predictivo negativo del 96,4% y una
exactitud diagnéstica del 90% (20).

Tabla I. indice predictivo de hepatitis crénica por virus C

(NIHCED)
Variable Puntuacion
Edad > 60 13 puntos
Tiempo de protrombina > 1,1 10 puntos
Plaguetas < 100.000 15 puntos
GOT/GPT > 1 10 puntos
Hipertrofia del Iébulo caudado 6 puntos
Atrofia del l6bulo hepético derecho 15 puntos
Esplenomegalia >13 cm 7 puntos

Un indice igual o superior a 22 tiene una sensibilidad del 86%, una especificidad
del 90%, un valor predictivo positivo del 68%, un valor predictivo negativo del
96,4% y una exactitud diagnostica del 90%, para diagnostico de cirrosis hepati-
ca por VHC.

El objetivo del presente estudio fue el de evaluar la
sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo y precision diagnéstica del
NIHCED para determinar la presencia de fibrosis avan-
zada en los pacientes con hepatitis crénica por VHC.

MATERIAL Y METODOS

Se ha desarrollado un estudio clinico unicéntrico,
prospectivo con pacientes diagnosticados de hepatitis por
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VHC. El estudio se ha realizado en el Hospital Parc Tauli
de Sabadell (Barcelona), hospital comarcal con 800 ca-
mas y una poblacién de referencia de 414.152 habitantes
(11 municipios).

Seleccion de pacientes

Se seleccionaron de forma prospectiva y consecutiva
aquellos pacientes con hepatitis cronica por VHC evalua-
dos en la Unidad de Enfermedades Hepaticas del Hospi-
tal Parc Tauli (Sabadell, Barcelona) desde enero de 1993
hasta julio de 1999.

Criterios de inclusion

—Pacientes asintomaticos diagnosticados de hepatitis
crénica por VHC con niveles de RNA-VHC elevados en
sangre.

—Pacientes que aceptaran la realizacién de una biop-
sia hepdtica para conocer el grado de fibrosis.

Criterios de exclusion

—Presencia de enfermedad con posible afectacion hepa-
tica concomitante: hemocromatosis, enfermedad de Wilson,
hepatitis crénica por virus B, formacos hepatotdxicos. HIV
positivo, hepatitis autoinmune, o hepatitis alcohdlica. A to-
dos los pacientes se les realizaron serologias para VHB y
VIH, estudio de hemocromatosis (hierro, ferritina e IST),
hepatitis autoinmune (ANA, anticuerpos anti-musculo liso),
CBP (FA, AMA), enfermedad de Wilson (ceruloplasmina) y
déficit de alfa-antitripsina (niveles de antitripsina).

—Presencia de otra enfermedad (neoplasia disemina-
da, insuficiencia renal avanzada...) con mal prondstico
vital a corto plazo.

—Cirrosis hepadtica ya establecida (presencia de hiper-
tension portal en forma de varices esofdgicas, ascitis o
hepatocarcinoma).

—Consumo de alcohol > 20 g/dia o de otras drogas.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de
Etica del Hospital Parc Tauli de Sabadell (Barcelona) y
disefiado segtin las guias éticas de 1975 de la Declaracion
de Helsinki revisada en 1983.

Metodologia clinica

Se incluyeron un total de 321 pacientes. A todos los
pacientes se les realizé una historia clinica y una explora-
cion fisica por aparatos. Una vez aceptada su inclusién en
el estudio, se les realizd una analitica, una ecografia he-
patica y una biopsia hepatica para el estudio del grado de
fibrosis de la hepatitis por VHC.
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Metodologia de laboratorio

Se realizaron las siguientes determinaciones: hemograma
completo con recuento de leucocitos totales con el porcenta-
je de neutrdfilos y linfocitos, hemoglobina, volumen corpus-
cular medio, recuento de plaquetas, tiempo de protrombrina
(ratio), albimina (mg/dl), bilirrubina total y directa (U/I),
creatinina (mg/dl), urea (mg/dl), FA (U/), GGT (U/l), ALT
(U/y; AST (U/l), AST/ALT ratio y gamma globulinas.

Metodologia de la ecografia hepatica

Se realizé una ecografia-doppler hepatica estudiando
13 variables ecogrificas. El estudio estadistico que dio
lugar al NIHCED, dio como resultado que las variables
estadisticamente avanzadas relacionadas con el grado de
fibrosis hepdtica fueron:

—Hipertrofia del 16bulo caudado (didmetro > 4 cm).

— Atrofia del 16bulo hepdtico derecho (didmetro longi-
tudinal < 9 cm).

—Esplenomegalia (> 13 cm).

El estudio ecografico fue realizado usando el equipo
Toshiba 140 y Aloka SSD-650 (Toshiba Medical sys-
tems, Zoetermer, Netherlands; Aloka Espafia SL, Madrid;
Espafia), con 3,5 6 3,75 MHz. Todas las pruebas fueron
realizadas por un tnico y experimentado ecografista del
centro UDIAT del Hospital Parc Tauli de Sabadell.

Con los datos obtenidos de la analitica y la ecografia
hepadtica se calculd el NIHCED en cada paciente. El in-
tervalo mdximo entre la determinacién del indice NIH-
CED vy la biopsia hepatica fue de tres meses.

Metodologia de la biopsia hepatica

A todos los pacientes se les realizé una biopsia hepdtica
guiada por ecografia mediante aguja de tru-cut y fijados en
FAA (formaldehido, alcohol, y dcido acético) y embebidas
en parafina. Las secciones hepdticas biopsiadas presenta-
ban un tamafio medio de 11,6 mm con un nimero medio
de tractos fibrosos de 12,2, y fueron tefiidas con hematoxi-
lina-eosina, tricromo de Masson y rojo pricosirio solucién
al 1%. Todas las muestras fueron revisadas por un patélo-
go experimentado de la Unidad de Anatomia Patoldgica
del Hospital Parc Tauli de Sabadell, el cual desconocia la
historia clinica y los resultados de laboratorio de los pa-
cientes. El grado de fibrosis fue evaluado segtn la escala
de Knodell, que clasifica la fibrosis en cuatro estadios (FO,
ausencia de fibrosis; F1, expansion fibrosa; F3, puentes de
fibrosis porto-portales; F4, cirrosis), considerando los esta-
dios = F3 como “fibrosis avanzada”.

Metodologia estadistica

Los datos obtenidos se procesaron con el paquete SPSS
15.0 para Windows (SPPS Inc., Chicago, EE. UU.).
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Se utiliz6 la t de Student para la comparacién entre va-
riables continuas. Cuando no fue posible asumir normali-
dad o cuando el tamaifio muestral resulté inferior a 10 ob-
servaciones en algiin grupo, se aplicé el test de la U de
Mann Withney. Para la comparacién de proporciones se
utiliz6 la prueba de Chi-cuadrado para las variables cate-
géricas. Cuando en la tabla de 2 x 2 alguno de los valores
esperados fue inferior a 5 se aplicd la prueba exacta de
Fisher. La correlacion de variables cuantitativas (NIH-
CED score) con variables ordinales (fibrosis hepdtica
Knodell) se testé mediante el coeficiente p de Spearman.
Un valor de p menos de 0,05 fue considerado como esta-
disticamente significativo.

El grado de fibrosis segun el indice de Knodell se co-
rrelaciond con el valor del NIHCED score mediante cur-
va ROC. Se calcul6 la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo
(VPN), diferenciando a los pacientes en dos grupos:
aquellos con histologicamente tenian ausencia de fibrosis
(FO) o tdnicamente expansién fibrosa portal (F1) de los
que presentaban fibrosis avanzada (F3) o cirrosis estable-
cida (F4) segin el indice de Knodell.

RESULTADOS

Datos demograficos

Se incluyeron un total de 321 pacientes con una edad
media de 48 + 14 afios y una ratio hombre-mujer de 1,27.

Analisis del NIHCED score como predictor de la
presencia de fibrosis avanzada en los pacientes con
hepatitis crénica por virus C

Los 321 pacientes se clasificaron en dos grupos: aque-
llos con un indice de fibrosis no significativo (Knodell FO
y F1) con un total de 131 pacientes (30,5%), y otro grupo
de pacientes con fibrosis avanzada (Knodell F3 y F4) con
un total de 190 pacientes (69,5% del total).

En la tabla II se muestran los valores analiticos inclui-
dos en el NIHCED de los pacientes segtin el grado de fi-
brosis de la biopsia. En la tabla III se muestran los datos

Tabla Il. Valores analiticos de los pacientes incluidos en el
NIHCED segun el grado de fibrosis de la biopsia

Grado de fibrosis Edad P Plaquetas  ASTIALT
(n° pacientes) (afios) (ratio) (10°1L)

FO (33) 38 1 217.000 0,6
F1(98) 43 1 213.000 0,63
F3(127) 50 1,05 162.000 0,7
F4 (63) 59 1,12 112.000 0,92

TP: tiempo de protrombina; AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina tran-
saminasa.
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Tabla lll. Datos ecograficos del NIHCED presentes en los
pacientes segun el grado de fibrosis

Esplenomegalia  Hipertrofia de Iobulo - Atrofia de I6bulo

n° pacientes caudado hepatico derecho
(%) n (%) n (%)
FO 1(3%) 0 0
F1 7(7%) 6 (6%) 1(1%)
F3 17 (13%) 21(16%) 7(5,5%)
F4 34 (54%) 43 (70%) 27 (43%)

ecogréficos del NIHCED presentes en los pacientes se-
gtin el grado de fibrosis.

Sobre estos datos y su curva ROC, se selecciond una
puntuaciéon mayor de 6 como la mejor combinacién de
sensibilidad, especificad y exactitud diagndstica (accu-
racy) para detectar fibrosis avanzada (Knodell F3 y F4).
La sensibilidad fue del 72%, especificidad del 75%, VPP
del 81%, VPN del 63,7% y una exactitud diagndstica (ac-
curacy) del 72,5%. El area bajo la curva fue de 0,79
(95%,1C 0,74-0,84). Se calcularon las razones de verosi-
militud positiva y negativa del test (likelihood ratio) con
resultado de LR (+) 3,04 y LR (-) 0,37 (Fig. 1).

Se realiz6 el estudio de correlaciones entre el indice de
fibrosis hepdtica Knodell vs. el NIHCED score mediante la
correlacién de Spearman con un coeficiente de r = 0,65.

Analisis del NIHCED score como predictor de fibrosis
avanzada: cohorte de estimacion y cohorte de
validacion

Los 321 pacientes se dividieron de forma aleatoria en 2
grupos, la cohorte de estimacion, formada por 217 pacien-
tes y la cohorte de validacién, formada por 104 pacientes.

Se realizaron curvas ROC en el grupo de estimacion y
en el de validacion para el punto de corte mayor de 6. La
cohorte de estimacién presentaba una sensibilidad del
70%, especificidad del 74% y una exactitud diagndstica
(accuracy) del 72% con una AUC 0,77 (95%, IC 0,71-
0,83). Se calcularon las razones de verosimilitud positiva
y negativa del test (likelihood ratio) con resultado de LR
(+) 2,7y LR (-) 0,40.

La cohorte de validacién presenta una sensibilidad del
76%, especificidad del 76,3% y una exactitud diagndstica
(accuracy) del 76% con una AUC 0,82 (95%, IC 0,74-
0,90). Se calcularon las razones de verosimilitud positiva
y negativa del test (likelihood ratio) con resultado de LR
(+)321yLR (-) 0,31 (Tabla IV).

DISCUSION

Diversos autores han desarrollado indices no invasivos
para el diagndstico de cirrosis o fibrosis avanzada ob-
viando la realizacién de la biopsia hepdtica (21-23). La
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Tabla IV. Valores de la curva ROC obtenidos del indice para
el grupo de estimacién y validacion
n AUC S Esp VPP VPN  Accuracy LH(+)
(%) (%) (%) (%) (%)
Estimacion 217 0,772 70 74 782 65,1 72 2,7
Validacion 104 082 76 763 85 644 76 3,21

AUC: area bajo la curva; S: sensibilidad; Esp.: especificidad; VPP: valor predictivo
positivo; VPN: valor predictivo negativo; LH: likelihood ratio.

biopsia hepatica contintia siendo la prueba gold standard
para valorar la fibrosis, a pesar de que puede presentar un
porcentaje no despreciable de falsos positivos y falsos
negativos, determinado por el error muestral y por la di-
ferencia inter-observador.

A pesar de todos estos inconvenientes y de la exis-
tencia de multiples indices predictivos o del fibroscan
todavia ninguno de ellos ha logrado sustituir a la biop-
sia como sistema ideal. Algunos autores sugieren la
combinacién de varios indices como un método no in-
vasivo de diagnéstico (24,25), si bien, a pesar de ello
continda habiendo algunos casos que precisan de biop-
sia hepdtica para su total caracterizacion. Leroy y cols.
(24) compararon los resultados histolégicos obtenidos
en 180 pacientes con hepatitis crénica por VHC con
seis diferentes indices no invasivos. Sus resultados
mostraron que dnicamente un tercio de los pacientes
quedaban clasificados de forma correcta cuando se
combinaba el FibroTest (26) y el APRI (22). Castera y
cols. (27) sefialaron que cuando el resultado del Fibro-
Test se combina con el de la elastometria transitoria y
los resultados son coincidentes, lo que sucede en un 70-
80% de los pacientes, la realizacion de la biopsia hepé-
tica se podria evitar en el 77% de los pacientes con fi-
brosis avanzada.

Por tanto, todos los indices no invasivos permiten de-
tectar con bastante exactitud los valores extremos, pero
para los pacientes con valores intermedios ofrecen sélo
una informacién parcial sobre la fibrosis hepética siendo
la biopsia hepadtica la prueba gold standard.

Un gran inconveniente de algunos de estos indices no
invasivos como el FibroTest (28), es que las determina-
ciones que se han de realizar no son rutinarias, dado que
es una férmula matemadtica que combina cinco variables:
bilirrubina total, GGT, haptoglobina, alfa 2-microglobuli-
na y apolipoproteina A1l. Por tanto, es dificil de determi-
nar en la mayoria de centros hospitalarios, siendo ademds
su coste econdmico elevado por lo que no se puede reali-
zar de forma habitual en los pacientes con hepatitis créni-
ca por VHC.

Un grupo de la Universidad de Sydney (29) ha pro-
puesto un modelo no invasivo de prediccién de la fibro-
sis que incluye junto con la edad, AST, colesterol y
consumo de alcohol, la resistencia a la insulina como
factor que influye en la progresién de la enfermedad
(30), Romera y cols. validaron el indice de Sydney en
pacientes con hepatitis presentando un valor predictivo
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negativo del 70%, frente al 93% comunicado por los
autores (31), por lo que no parece que afiadir el indice
de resistencia a la insulina, que es una prueba de un
coste econdmico superior afiada ventajas al indice vali-
dado por nuestro grupo.

El NIHCED, al igual que otros indices no invasivos
como el de Forns (21), utiliza pardmetros habituales en la
clinica diaria para valorar el seguimiento de los pacientes
con hepatitis crénica por VHC, lo que hace que econdémi-
camente sea posible en la practica habitual. La hepatitis
crénica por VHC, como ya se ha comentado previamente
es una infeccién altamente prevalente en nuestro medio
afectando al 2-3% de la poblacion espaiiola. Eso significa
que un seguimiento exhaustivo de todos los pacientes in-
fectados por parte del especialista colapsaria la atencién
especializada en hepatologfa.

Muchos de estos pacientes y debido a que la infeccién
es asintomdtica, simplemente no son conocidos al no es-
tar diagnosticados. Por otro lado, hay un grupo amplio de
pacientes asintomadticos y jévenes con una vida laboral
activa que no se controlan de forma periddica o lo reali-
zan a través de su médico de familia. E1 NIHCED estd di-
sefiado con la intencién de ofrecer una herramienta ase-
quible a los médicos de familia (ficil de puntuar y de
evaluar) que sirva para deteccion precoz de fibrosis avan-
zada, que implicarfa que el subgrupo de pacientes con fi-
brosis avanzada seria el que tendria que ser derivado para
control especializado. Muchos autores previamente han
mostrado que la fibrosis avanzada es un factor pronostico
fundamental en los pacientes con hepatitis crénica por
VHC. Su presencia en una biopsia indicaria que la pro-
gresion en estos pacientes es mas rdpida que en aquellos
que la biopsia muestra ausencia de fibrosis o Unicamente
expansion fibrosa (32).

El NIHCED aporta los datos de la ecografia hepatica
que permite afiadir factores prondsticos a los obtenidos
propiamente como valor absoluto del indice. Vale la pena
hacer notar que en 27% de los pacientes diagnosticados
de novo de hepatocarcinoma en nuestro medio, no se co-
nocia previamente que presentardn fibrosis avanzada o
cirrosis y fue la ecografia hepética la que aporté el diag-
néstico para iniciar el tratamiento (33). Un inconveniente
que puede presentar la elaboracién y validacién de un in-
dice que valora datos ecograficos es el sesgo interobser-
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vador. En el NIHCED unicamente un radilogo fue el
que realiz6 todas las ecografias y evalud todos los signos
incluidos en las mismas.

Los resultados de nuestro estudio suponen que todos
los pacientes mayores de 65 afios tienen una alta probabi-
lidad de presentar fibrosis avanzada. Los estudios realiza-
dos previamente avalarfan esta conclusién dado que uno
de los principales factores que influiria en la progresion
de la enfermedad es el tiempo de evolucién que obvia-
mente aumenta con la edad (34-36).

La combinacién de datos de laboratorio y ecograficos
permite que en pacientes con una analitica estrictamente
normal, la presencia de datos radioldgicos significativos in-
cluidos en nuestro indice: hipertrofia del 16bulo caudado,
esplenomegalia o atrofia del 16bulo hepético derecho nos
permitan sospechar con una alta sensibilidad y especifici-
dad que el paciente puede presentar una fibrosis avanzada.

En la actualidad hay lagunas en el uso de estos méto-
dos no invasivos. Una es la escasez de estudios en pa-
cientes con hepatopatias no debidas a VHC, es decir, sa-
bemos coémo funcionan estos indices con pacientes
infectados con hepatitis C, pero si presentan otros meca-
nismos que interfieren en la lesion hepatocitaria como
hepatitis B o alcohol no se conoce su fiabilidad. La capa-
cidad del NIHCED para distinguir entre fibrosis avanza-
da y fibrosis ausente o expansién portal (puntuacién de
corte mayor de 6) presenta una sensibilidad del 72%, es-
pecificidad del 76,3%, VPP del 81%, VPN del 63,7% y
una precision diagndstica del 72,5% y un drea bajo la cur-
va fue de 0,79 (intervalo de confianza 0,74-0,84). Estos
resultados son, por otro lado, equivalentes a los obtenidos
con otros métodos no invasivos.

En conclusién, el NIHCED es tan eficaz como otros
indices no invasivos para determinar la presencia de fi-
brosis avanzada. Asimismo aporta datos ecograficos que
permiten afiadir factores prondsticos a la informacién ob-
tenida y por otro lado y en comparacion con los otros mé-
todos no invasivos es sencillo y facil de aplicar en cual-
quier consulta externa, ya sea del especialista o del
médico de familia.

Futuros estudios habrian de estar dirigidos a la evalua-
cion prospectiva de la utilidad de estos métodos no inva-
sivos para el seguimiento a largo plazo de los pacientes
con hepatitis crénica por VHC.
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Usefulness of indirect noninvasive methods in
predicting progression to cirrhosis in chronic
hepatitis C

Mercedes Vergara®, Guillermina Bejarano®, Blai Dalmau®’, Montserrat Gil*, Mireia Mique
Jordi Sanchez-Delgado®', Meritxell Casas®, Jordi Puig®, Eva Martinez-Bauer®, Angelina Dosal’, Maria Lopez®,
Laura Moreno®, Oliver Valero®, Maria-Rosa Bella® and Xavier Calvet®'

a,f
™,

Background and aims The ability of noninvasive methods to predict the development of cirrhosis has not been established. We
evaluated the ability of three noninvasive methods [the Forns index, the aspartate aminotransferase-to-platelet ratio index (APRI),
and the Non-Invasive Hepatitis-C-related Cirrhosis Early Detection (NIHCED) score] to determine the risk of developing cirrhosis in
chronic hepatitis C.

Methods Consecutive patients with chronic hepatitis C who had undergone liver biopsy between 1998 and 2004 were eligible.
We used the three methods to evaluate patients at baseline and at follow-up (4—10 years later). When these methods yielded
discordant or indeterminate results, a second liver biopsy was performed. Logistic regression models were fitted for each method
to predict whether cirrhosis would appear and to predict long-term mortality from cirrhosis.

Results We included 289 patients in our study. The mean scores at baseline and at follow-up, respectively, were as follows:
Forns, 5.47 +1.95 and 6.56+2.02; APRI, 1.1 +2.33 and 1.4+1.53; and NIHCED, 7.79+11.45 and 15.48 +15.28. The area
under the receiver operating characteristic curve for predicting cirrhosis was 0.83 for Forns, 0.79 for APRI, and 0.76 for NIHCED.
The sensitivity and specificity for predicting cirrhosis, respectively, were 75 and 71% for Forns (cutoff 4.7), 86 and 42% for APRI
(cutoff 0.48), and 41 and 82% for NIHCED (cutoff 0). The area under the receiver operating characteristic curve for predicting
mortality was 0.86 for Forns, 0.79 for APRI, and 0.84 for NIHCED.

Conclusion Indirect noninvasive markers could help identify patients with chronic hepatitis C at risk of progression to cirrhosis.
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Introduction

Hepatitis C affects over 180 million people worldwide [1].
It is the most common chronic viral infection in the USA
[2], where 3.9 million individuals are infected [3]. After
10-30 years, persistent HCV infection may be asympto-
matic or may manifest with a wide spectrum of compli-
cations of cirrhosis [4].

Evaluation of fibrosis is crucial in the assessment of
chronic liver disease. Histologic assessment is considered
the best method for evaluating fibrosis. However, liver
biopsy is an invasive procedure that has severe complica-
tions in about 0.5% of cases [5]; moreover, its accuracy is
limited by sampling heterogeneity [6] and interobserver
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and intraobserver variations [7]. Semiquantitative histo-
logic assessment of fibrosis has high variability, especially
among nonexpert pathologists [7,8]. Thus, it would be
useful to have a reliable method for the noninvasive
assessment of liver fibrosis [9].

In recent years, several noninvasive methods for fibrosis
staging have been proposed [9,10]. Hyaluronate was
proposed as a serologic marker [11]. Imbert-Bismut et al.
[12] proposed the first score combining several serum
markers to predict clinically significant fibrosis in patients
with chronic hepatitis C (FibroTest). Following this, other
scores such as the aspartate aminotransferase (AST)-to-
platelet ratio index (APRI) [13], Fibrometer [14], and
Hepascore [15] were validated in patients with chronic
hepatitis C. Other fibrosis scores proposed include FIB-4
[16] and the Forns index [17]. Finally, our group elabo-
rated and validated the Non-Invasive Hepatitis-C-related
Cirrhosis Early Detection (NIHCED) score, a noninvasive
method to predict the presence of significant fibrosis and
cirrhosis by combining clinical variables (age), laboratory
results (AST-to-alanine aminotransferase ratio, platelet
count, and prothrombin time ratio), and ultrasonography
findings (right hepatic lobe atrophy, splenomegaly, and
caudate lobe hypertrophy) [18,19]. Recently, Boursier
et al. [20] showed that a combination of two com-
plementary blood tests is more accurate than liver biopsy

DOI: 10.1097/MEG.0000000000000346 826
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and appears to be a simple and accurate method for the
baseline assessment of prognosis in clinical practice.

Another noninvasive approach to staging fibrosis is
transient elastography (FibroScan®; Echosens, Paris,
France), which measures liver stiffness by ultra-
sonography. Its diagnostic performance is similar to that
of serological markers [21,22]. However, this technique
has some limitations, particularly in obese patients, and is
operator-dependent [23].

Several studies have analyzed the usefulness of non-
invasive methods in determining fibrosis. However, some
have focused on heterogeneous cohorts with various cau-
ses of chronic liver diseases [24], some have used mortality
as the primary outcome variable rather than liver decom-
pensation [25,26], and others have focused on other liver
diseases, such as chronic hepatitis B [27]. Thus, none of
these studies have focused specifically on comparing non-
invasive methods for predicting cirrhosis in patients with
chronic hepatitis C.

We aimed to determine the usefulness of three non-
invasive methods (the Forns index, the APRI, and the
NIHCED score) in predicting progression to cirrhosis in
patients with chronic hepatitis C.

Patients and methods

The study protocol conformed to the ethical guidelines of
the 1975 Declaration of Helsinki and was approved by our
institution’s ethics committee.

Study design

This was a prospective longitudinal study of a cohort of
patients with chronic hepatitis C. Patients were evaluated
at baseline and at follow-up 4-10 years later.

Baseline evaluation

All patients with chronic hepatitis C who had undergone
liver biopsy between January 1998 and December 2004
(baseline evaluation) at our center were evaluated.

Inclusion criteria at the baseline evaluation were as
follows:

(1) Histologic specimen longer than 15 mm, including
more than 10 portal tracts [23].

(2) No evidence of liver cirrhosis at initial biopsy.

(3) Alcohol intake less than 30 g/day in men and less than
20 g/day in women.

(4) No concomitant diseases.

(5) No hepatitis B or HIV coinfection.

At the baseline evaluation, all patients had undergone a
standardized evaluation within 3 months before biopsy,
including;:

(1) Clinical history taking and physical examination.

(2) Laboratory tests to rule out the following concomitant
diseases: hemochromatosis (iron, ferritin, and iron
saturation index), autoimmune hepatitis (antinuclear
antibody panel or smooth-muscle nuclear antibody
test), primary biliary cirrhosis (alkaline phosphatase
and mitochondrial antibodies), Wilson’s disease
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(ceruloplasmin), and a-antitrypsin deficiency (a-anti-
trypsin levels).

(3) Protocolized ultrasound examination immediately
before biopsy to evaluate signs of chronic liver disease
and to collect data for the calculation of NIHCED. All
ultrasound examinations and liver biopsies were
performed by the same radiologist (J.P.).

During the baseline evaluation, we prospectively
recorded all parameters necessary to calculate the scores
for the three noninvasive methods. NIHCED scores were
calculated prospectively during the baseline evaluation;
however, APRI and Forns scores were calculated retro-
spectively because these indices had not been developed
and validated when the biopsies were obtained. Table 1
reports the variables included in the scores and their
respective cutoff values for diagnosing significant disease.

Follow-up period

The period from liver biopsy until follow-up evaluation in
2008 ranged from 4 to 10 years. During this period, some
patients received antiviral treatment, whereas others with
mild disease at biopsy and normal liver enzyme levels were
managed by their primary care physicians. Some patients
developed complications of liver disease, and some of these
patients died. Finally, some patients were lost to follow-up
(Fig. 1).

Follow-up evaluation

From January through December 2008, all patients eligible
for the study were contacted by mail or telephone and
invited for an outpatient visit to review their medical his-
tory and determine whether they met the inclusion criteria.
Patients who could not be contacted were excluded. We
also excluded patients who had achieved a sustained vir-
ological response after antiviral treatment, had developed
serious concurrent diseases during the period between the
baseline and follow-up evaluations, or refused to partici-
pate in the study or dropped out at any stage.

The aims and procedures of the study were thoroughly
explained to the patients. Those who agreed to participate
and signed the informed consent form underwent a pro-
spective follow-up evaluation that included clinical history
taking, physical examination, laboratory tests, and
Doppler ultrasound (all Doppler ultrasound examinations
were performed by the same radiologist who performed
the initial ultrasound examination). Laboratory and
Doppler ultrasound findings were used to calculate the
follow-up scores for the three noninvasive methods.

Noninvasive classification of fibrosis

Patients were classified as having ‘absent or mild fibrosis’
when the three noninvasive methods found no significant
fibrosis at the follow-up evaluation. Patients were classified
as having cirrhosis when they had had specific complica-
tions of cirrhosis caused by portal hypertension or hepatic
insufficiency or their scores on APRI and NIHCED were
greater than the cutoff values defined in the validation of
these indexes (2 and 21, respectively); the validation of the
Forns index did not define a cutoff value for cirrhosis.
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Table 1. Description of noninvasive scores evaluated in the study

Noninvasive score Parameters evaluated

Formula applied Cutoff level

Platelet count
y-Glutamyl transferase
Cholesterol
Age
Aspartate aminotransferase
Platelet count

Forns index

APRI

NIHCED Age > 60 years
Platelet count <10°
Aspartate aminotransferase/alanine
aminotransferase > 1
Prothrombin ratio > 1.1
Splenomegaly > 13 cm
Right lobe atrophy

Caudate hypertrophy

7.811—=3.131 XxIn [platelet count] +0.781 xIn [GGT] +3.467 X In
[age] —0.014 X [cholesterol]

Aspartate aminotransferase/platelet count x 10° x 100

Absence-mild fibrosis:
<4.2
Significant fibrosis: > 6.9

Absence-mild fibrosis:
<05

Significant fibrosis: > 1.5

Liver cirrhosis: > 2

13 Absence-mild fibrosis: 0
15 Significant fibrosis: > 6
10 Liver cirrhosis: > 21
10

7
15

6

Variables included the formulas and cutoff values for absence-mild fibrosis (F=0-1), significant fibrosis (F=3), and cirrhosis (F=4).
APRI, aspartate aminotransferase-to-platelet ratio index; GGT, y-glutamyl transferase; NIHCED, Noninvasive Hepatitis-C-Related Cirrhosis Early Detection.

When the results of the noninvasive scores were dis-
cordant or indeterminate, patients were subjected to a new
liver biopsy to stage fibrosis within 3 months of the non-
invasive assessment.

Biopsy procedure and histologic examination

Ultrasound-guided intercostal or subcostal liver biopsies
were obtained using 14 G Tru-cut needles (Argon Medical
Devices, Inc., Athens, Georgia, USA). Specimens were
fixed in a formalin-alcohol-acetic acid solution and
embedded in paraffin. Thick sections were stained with
hematoxylin and eosin, Masson’s trichrome, and 0.1%
picrosirius red solution. An experienced liver pathologist
(M.-R.B.) reviewed both baseline and follow-up specimens
and used the METAVIR scale to assess the degree of
fibrosis [8]. The fibrosis degree was classified as absence of
fibrosis (F=0), mild fibrosis (F=1), moderate fibrosis
(F=2), significant fibrosis (F=3) and cirrhosis (F=4). The
results of histologic examinations were considered the gold
standard.

Statistical analysis

Descriptive statistics for quantitative variables are expres-
sed as mean+SD or median and range (when the dis-
tribution was asymmetric). Categorical variables are
expressed as absolute and relative frequencies. To compare
baseline and follow-up values, we used paired #-tests for
quantitative variables and the McNemar test for qualita-
tive variables.

To predict the appearance of cirrhosis, we fitted logistic
regression models for each noninvasive method, defining
the response variable as the presence/absence of cirrhosis
at the follow-up evaluation and including the baseline
values of index and age, time between baseline and follow-
up biopsies, and the interaction between them as covari-
ates. To assess the predictive ability of each model, we
calculated the area under the receiver operating char-
acteristic (ROC) curve with its respective 95% confidence
interval (95% CI) and determined the cutoff value to
maximize sensitivity and specificity. We also used the
logistic regression models to determine the accuracy of the
baseline score for each method in predicting long-term
mortality.

We set statistical significance at P less than 0.05. We
used SAS v9.3 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina,
USA) for all analyses.

Results
Demographic and clinical characteristics

A flowchart of the study is shown in Fig. 1. A total of 483
patients were initially evaluated for inclusion in the study;
60 patients met one or more exclusion criteria and 134
additional patients were excluded because it was impos-
sible to contact them or they had had a sustained vir-
ological response (Fig. 1). Thus, 289 patients were eligible
for the follow-up evaluation; we excluded nine of these
patients for severe comorbidities and 32 because they did
not provide informed consent for follow-up biopsy. In
addition, 46 (16%) patients died between the baseline
biopsy and the follow-up [29 of causes unrelated to
chronic hepatitis C and 17 because of complications of
cirrhosis: hepatocellular carcinoma (z=6), liver failure
(n=7), and variceal bleeding (12 =4); all patients who died
of complications of cirrhosis had stage 3 fibrosis on the
baseline biopsy]. Thus, 202 patients (101 men; mean age,
58+12.3 years; age range, 33-83 years) were included in
the final analyses.

The median time between the baseline biopsy and
follow-up evaluation was 7 years (range 4-10 vyears).
Table 2 summarizes the laboratory and ultrasound find-
ings at baseline and follow-up evaluations. A total of 134
(66%) patients underwent antiviral treatment but did not
achieve a sustained virological response: 87 (65.2%) of
these patients did not respond to treatment, 29 (21.5%)
relapsed, and 18 (13.3%) abandoned treatment due to
adverse events. Antiviral treatment consisted of interferon
alone in 60 patients (44.8%), interferon plus ribavirin in
43 (32.1%), and pegylated interferon plus ribavirin in 53
(39.6%); 113 (55.9%) patients received a single treatment,
20 (9.9%) received two different treatments, and one
(0.5%) received three different treatments.

The baseline biopsy detected significant fibrosis in 80
(39.6%) patients. At the baseline evaluation, the mean
NIHCED score was 7.79411.45, the mean Forns index
score was 5.47+1.95, and the mean APRI score was
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483 chronic hepatitis C
with liver biopsy

\

60 patients excluded for:

- Concomitant liver disease (n=3)

- Coinfection with HIV or hepatitis B (n=2)
- Poor-quality specimen (n=>5)

- Liver cirrhosis at biopsy (n=30)

- Alcohol intake (n=20)

Medical history review and contact by

telephone or mail

134 patients excluded for:
- Sustained virological response (n=120)
- Impossible to contact (n=14)

289 patients included
(follow-up assessment)

34 confirmed cirrhosis by decompensation &=

v

32 for refusing informed consent for biopsy

9 for concomitant disease

46 died

202 patients evaluated
for liver fibrosis

8 with cirrhosis

v

17 free from fibrosis by noninvasive methods

by noninvasive methods “
17 patients
with cirrhosis g
at biopsy

143 patients underwent
follow-up liver biopsy

Fig. 1. Flowchart for the study.

1.1+2.33. No severe complications were observed sec-
ondary to liver biopsy.

Specific complications of cirrhosis occurred between the
baseline biopsy and the follow-up evaluation in 34
(11.8%) patients, including ascites in 18 (5.5%), variceal
bleeding in seven (2.4%), hepatic encephalopathy in seven
(2.4%), and hepatocellular carcinoma in 22 (7.6%).

Only 17 (5.9%) patients were classified by all three
noninvasive methods as having ‘absent or mild’ fibrosis
(fibrosis stage 0 or 1). Liver biopsy was obviated in eight
patients who were classified as having cirrhosis on both the
APRI and NIHCED. Finally, 143 (70.8%) patients
underwent follow-up biopsy (Fig. 1). Table 3 reports the
fibrosis scores in the baseline and follow-up biopsies of
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Table 2. Demographic, clinical, laboratory, and ultrasound characteristics of patients included in both baseline and follow-up assessments

Baseline biopsy (n=202) Follow-up assessment (n=202) P-value
Age (mean+ SD) (years) 476+11.9 58.3+12.3 <0.0001
Fibrosis stage: significant fibrosis [n (%)]* 80 (39.6) 130 (64.4) <0.0001
Prothrombin time (ratio) (mean+SD) 1.03+0.06 1.03+0.10 0.3449
Platelets (mean+SD) 195.9+59.4 175.6+67.8 <0.0001
Aspartate aminotransferase (mean+SD) (IU/]) 66.1+41.5 67.7+45.4 0.6149
Alanine aminotransferase (mean+SD) (1U/I) 106.9+74.2 81.0+£55.2 <0.0001
y-Glutamyl transferase (mean+SD) (IU/]) 67.7+62.0 86.2+102.0 0.0053
Cholesterol (mean+SD) (mg/dl) 181.2+34.4 172.5+35.2 <0.0001
Right lobe atrophy [n (%)] 1 (0.5) 4 (2.0) >0.25
Caudate hypertrophy [n (%)] 5 (2.5) 28 (13.9) <0.0001
Splenomegaly [n (%)] 22 (10.9) 58 (28.7) <0.0001
2Significant fibrosis assessed histologically (> F2).
Table 3. Results of fibrosis stage by liver biopsy in baseline and follow- ROC curves for comparisons
up evaluations
1.00 e
Fibrosis at follow-up evaluation ST

Baseline fibrosis index FO F1 F2 F3 F4 Total I3l
Fo 10 13 11 7 2 43 0.75 -
F1 4 21 15 7 5 52
F2 0 4 5 7 2 18
F3 2 1 6 13 8 30 >
Total 16 39 37 34 17 143 :é

‘s 0.50

C

o)

n
these patients. Fibrosis stage improved significantly 0.95 -
between the baseline and follow-up biopsies in 17 patients:
three (17.6%) of these had not received antiviral treat-
ment, 12 (70.6%) had received one antiviral treatment,
and two (11.8%) had received two or three antiviral 0.00
treatments. ’ : : i ’

. . . 0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Finally, of the 289 patients selected (Fig. 1), 76 (26.3%) 1 - specificity

developed cirrhosis between liver biopsy and follow-up
assessment. Of the 289 patients initially evaluated, 34
(11.8%) were diagnosed secondary to a specific compli-
cation of the cirrhosis and another 17 patients (5.9%) died
secondary to these complications. Of the 202 patients
finally selected for liver biopsy, eight (2.8%) were diag-
nosed by noninvasive methods and 17 (5.9%) by liver
biopsy. The mortality related to cirrhosis during the period
of study was 17 (5.9%) of the total of 46 patients
who died.

Usefulness of baseline scores in predicting progression
to cirrhosis

The logistic regression models showed that the three
indices were good for predicting cirrhosis (Fig. 2). The
mean NIHCED score at the follow-up assessment was
15.48+15.28. For the NIHCED model (adjusted by age
and time between biopsies), the area under the ROC curve
was 0.76 (95% CI=0.69-0.83). The optimum cutoff
value for predicting the development of cirrhosis (>0)
yielded 41% sensitivity and 82% specificity. The mean
APRI score on the follow-up assessment was 1.40+1.53.
For the APRI model, the area under the ROC curve was
0.79 (95% CI=0.73-0.85). The optimum cutoff value for
predicting the development of cirrhosis (>0.48) yielded
86 % sensitivity and 42 % specificity. The mean Forns score
at the follow-up assessment was 6.56+2.02. For the Forns
index model, the area under the ROC curve was 0.83

ROC curve (area)
NIHCED (0.7559) — — — Forns (0.8303)
APRI (0.7923)

Fig. 2. Receiver operating characteristic (ROC) curves for the three non-
invasive methods for predicting the risk for cirrhosis.

(95% CI=0.78-0.89), the best predictive power of the
three models. The optimum cutoff value for predicting the
development of cirrhosis (>4.7) yielded 75% sensitivity
and 71% specificity.

Usefulness of baseline scores in predicting long-term
mortality

Only 17 (5.9%) of the 289 patients included in the study
died from complications of cirrhosis during the period
between the baseline assessment and the follow-up
assessment. Comparing the scores of these patients with
those of the 202 patients who underwent both assess-
ments, we found higher mortality rates (18.5%) among
patients with a NIHCED score greater than 0 and among
those with a Forns index of up to 4.7 (11.2%); mortality
among patients with an APRI of up to 0.48 (8.9%) was
slightly higher than in the entire group. In the logistic
regression models, the area under the ROC curves was
0.83 for NIHCED, 0.86 for Forns, and 0.79 for APRI
(Fig. 3).
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Fig. 3. Receiver operating characteristic (ROC) curves for the three non-
invasive methods for predicting the risk of mortality due to chronic
hepatitis C.

Discussion

The variability in progression in chronic hepatitis C is
remarkable and influenced by several factors [28,29]. The
American Association for the Study of Liver Disease [30]
and the European Association for the Study of the Liver
Disease [31] consider biopsy the gold standard for asses-
sing the extent of liver disease in chronic hepatitis C. This
year, the European Association finally accepted non-
invasive methods of assessing fibrosis in patients with
chronic hepatitis C, reserving liver biopsy for uncertain
cases or for those in which other causes of fibrosis might be
likely [32].

The most important result of our study is that non-
invasive methods can predict progression to cirrhosis. To
date, few studies have validated noninvasive methods to
predict progression to cirrhosis in patients with chronic
hepatitis C. Of the three methods analyzed, the most spe-
cific cutoff value for predicting progression to cirrhosis
(82%) was NIHCED greater than 0. This means that
patients with a NIHCED score greater than zero were at
risk of developing cirrhosis. The NIHCED score contains
seven variables. The presence of any of these variables
represented a risk factor for developing cirrhosis in the
future. In fact, all these variables except age are specific
signs of cirrhosis. Age older than 60 years is considered a
risk factor in the NIHCED score, and previous studies on
the natural history of chronic hepatitis C determined that
age was a risk factor for developing more advanced
fibrosis [33-35]. The Forns index yielded the highest sen-
sitivity (75%) for predicting progression to cirrhosis. The
mean follow-up period of 7 years shows that these non-
invasive methods can be used to monitor and follow-up
patients with chronic hepatitis C.

www.eurojgh.com 831

Another important result of our study is that the three
scores were also useful in predicting the probability of
mortality due to chronic hepatitis C. One clear advantage
of noninvasive methods is that they can be used in any
medical center. Other advantages include the low cost of
serological methods and the fact that they can be repeated
as often as the physician considers necessary. The advan-
tage of NIHCED over noninvasive methods based solely
on serological markers is the added information provided
by ultrasound findings [18,19], although possible inter-
observer bias in ultrasound findings is a limitation of the
method. In our study, interobserver bias was avoided
because both the baseline and follow-up ultrasound
examinations and biopsies were performed by the same
radiologist. Another limitation of the NIHCED method is
that all patients over 60 years are considered at risk of
developing cirrhosis because age older than 60 years is
heavily weighted (13 points out of a possible 76 points).

Using two or more noninvasive methods increases
diagnostic accuracy [36-41]. Sebastiani et al. [40] avoided
50% of liver biopsies by using an algorithm to identify
significant fibrosis and avoided more than 80% of biopsies
by using an algorithm to identify cirrhosis. Furthermore,
serological markers are highly sensitive and specific for
ruling out fibrosis. The Forns index had a negative pre-
dictive value of 96% to exclude significant fibrosis [17]. In
our study, the noninvasive methods obviated liver biopsy
in 17 (8.4%) patients by ruling out significant fibrosis and
in eight (3.9%) patients by confirming cirrhosis through
concurrent classification on the basis of APRI and
NIHCED scores. In our study, the number of patients in
whom matching noninvasive methods avoided liver biopsy
was small; hence, the possible bias from including patients
who did not undergo a follow-up liver biopsy is very low.
Furthermore, the accuracies of the three noninvasive
methods as evidenced by the area under the ROC curves
are similar to those reported in other studies. Although it
may seem surprising that only 12% of follow-up biopsies
could be avoided, it is important to remember that non-
invasive methods are most effective at the extremes of the
scale, in this case, in determining the absence of fibrosis or
in confirming cirrhosis. In our study, 76% of patients had
intermediate-stage fibrosis (between F1 and F3), and this
could explain the discordant results between the non-
invasive methods.

One limitation of our study is the use of liver biopsy as
the gold standard. This limitation is evident in the 17
patients whose fibrosis score improved from significant to
mild between the first and second biopsies. The tissue
collected in a biopsy specimen represents 1/50 000 of the
liver parenchyma. Although chronic hepatitis C is a diffuse
disease, different areas of the liver may not be equally
affected; hence, sampling errors can occur [40]. Another
relevant fact is that most patients whose fibrosis score
improved in our study had undergone antiviral treatment
but did not achieve a sustained virological response [41],
although these results did not reach statistical significance
because of the small number of patients.

Another limitation of our study is that we did not use
transient elastography to define liver fibrosis [43]. Using
this ultrasound technique might have improved the
performance of the NIHCED; however, this technique
was unavailable at our center during the study period.
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Nevertheless, the expense and lack of widespread avail-
ability of transient elastography at present could support
arguments against including this technique in the score, as
one of the main advantages of noninvasive methods is that
they can be used to help physicians manage and follow-up
patients with low risk of developing cirrhosis in any clin-
ical setting.

Finally, the introduction of direct antiviral agents will
markedly increase the rate of sustained virological
response in patients with chronic hepatitis C. In this sce-
nario, determining the stage of fibrosis could become
obsolete because this factor will have much less impact on
treatment decisions. However, for the time being, direct
antiviral agents are very expensive; hence, in many coun-
tries it will probably be necessary to continue to select
patients for treatment on the basis of their liver-related
prognosis, which is mainly related to the degree of liver
fibrosis. Thus, the evaluation of liver fibrosis in chronic
hepatitis C patients remains important [20].

In conclusion, the indirect noninvasive methods APRI,
Forns, and NIHCED could help detect patients with
chronic hepatitis C at risk for progression to cirrhosis.
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