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RESUMEN

Caracterizacion de la prevalencia y morbi-mortalidad de la enfermedad hepatica
grasa no alcohdlica: Estudio prospectivo longitudinal de una cohorte de pacientes con
colelitiasis.

La enfermedad del higado graso no alcohodlico (EHGNA) es actualmente la
enfermedad hepatica cronica mas frecuente en los paises occidentales, y su incidencia esta
experimentando un alarmante incremento en todo el mundo, estimandose una prevalencia
media global del 25% en la poblacion general. La EHGNA incluye dos formas
histopatologicamente bien diferenciadas y con pronoésticos distintos: la esteatosis simple
no alcohdlica (ESNA) y la esteatohepatitis no alcoholica (EHNA). Si bien los algoritmos
vigentes para el diagnostico no invasivo de esteatosis y de fibrosis resultan de utilidad en
los pacientes con EHGNA, la biopsia hepatica sigue siendo el procedimiento de referencia
para el diagnodstico definitivo y el unico capaz de diferenciar ESNA de EHNA. Las
comorbilidades asociadas a la EHGNA condicionan la supervivencia de estos pacientes,
tanto por su implicacion en la progresion de la hepatopatia como por su contribucion a la
aparicion de enfermedades cardiovasculares y neoplasicas, contribuyendo a una mayor
morbilidad y mortalidad. Numerosos estudios clinicos han sugerido que los pacientes con
colelitiasis tienen una mayor probabilidad de desarrollar una EHGNA, sin embargo, la
relacion patogénica entre la colelitiasis y la EHGNA, asi como los factores de riesgo
asociados, no estan bien definidos.

Los objetivos especificos del presente trabajo de Tesis Doctoral fueron determinar

la prevalencia de las diferentes formas histoldgicas de la EHGNA en pacientes con
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colelitiasis, evaluar la eficacia de distintos algoritmos matematicos para el diagndstico no
invasivo de las diferentes fases evolutivas de la EHGNA y conocer la historia natural de la
EHGNA en pacientes con colelitiasis, con especial énfasis en la morbilidad y mortalidad
asociadas. Para ello, se estudiaron 242 pacientes con colelitiasis a los que se les realizé una
biopsia hepdatica percutanea, en el momento de la colecistectomia laparoscopica
programada, y que fueron evaluados clinicamente tras un seguimiento de 88+24 meses
desde su inclusion. La edad media de los pacientes fue de 48,8 afios, la mayoria eran
mujeres (75,6%) y la raza predominante fue la caucésica (67,4%). El 32,6% de los
pacientes presentaba obesidad, el 7,4% diabetes mellitus tipo 2 (DM2), el 22,7%
hipertension arterial (HTA) y el 62,4% dislipemia. El 26,4%, ademas, cumplia criterios de
sindrome metabolico. De la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis, el 49,6% tuvo
un diagnostico histologico de EHGNA, incluyendo ESNA (39,7%) y EHNA (9,9%),
mientras que el 50,4% tenia un higado histolégicamente normal. Se identificaron 2 factores
de riesgo relacionados con el diagndstico de EHGNA, el perimetro de cintura y la ferritina,
que combinados generaron el nuevo algoritmo CINFER para el diagndstico no invasivo de
EHGNA con un area bajo la curva ROC (AUROC) de 0,82 (95% de IC: 0,74-0,95), con
una sensibilidad del 90% y una especificidad del 66%. Se compard la precision diagnostica
de los algoritmos Fatty Liver Index (FLI) y Hepatic Steatosis Index (HSI) con la del nuevo
algoritmo CINFER para el diagnostico no invasivo de EHGNA obteniendo un valor de
AUROC de 0,74, 0,70 y 0,82 respectivamente. Se analizo la precision diagnostica de los
algoritmos de fibrosis obteniendo un valor predictivo negativo (VPN) de fibrosis hepatica

avanzada (> F3) del 95% para el FIB-4, del 94% para el NAFLD Fibrosis Score (NFS) y
P



del 96% para el Hepamet Fibrosis Score (HFS) con un valor del AUROC inferior a 0,5 en
los 3 algoritmos. Por otro lado, se identificaron 3 factores de riesgo asociados al
diagnodstico de EHNA, el indice de masa corporal, la GPT y la insulina, que combinados
generaron el nuevo algoritmo INTRIN para el diagnostico no invasivo de EHNA con un
valor del AUROC de 0,76 (95% de IC: 0,65-0,87) con una sensibilidad del 67% y una
especificidad del 78%. Tras un seguimiento de 88+24 meses, 74 de los 205 pacientes
analizados (36,1%) desarrollaron alguna comorbilidad metabolica (DM2, HTA o
dislipemia), 45 de los cuales (60,8%) presentaban signos histologicos de EHGNA en el
momento de la inclusion en el estudio. Fueron 9 los pacientes que desarrollaron alguna
comorbilidad cardiovascular (cardiopatia isquémica o accidente cardiovascular agudo), 7
de ellos (77,8%) tenian signos histologicos de EHGNA al inicio del estudio. Se registraron
18 casos de neoplasia, de las que 4 (22,2%) eran de origen digestivo o hepatico y 3 de ellas
(75%) se diagnosticaron en pacientes que tenian una EHGNA basalmente. Finalmente, se
registraron 5 fallecimientos a lo largo del seguimiento, de los que 4 (80%) ocurrieron en
pacientes con un diagndstico histolégico de EHGNA al inicio del estudio. En conclusion,
la prevalencia de la EHGNA en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis fue del
49,6%, superior al 25% estimado en la poblacion general, mientras que la prevalencia de
EHNA fue del 9,9%, similar a la considerada en la poblacion general (12,2%). Se generd
el nuevo algoritmo CINFER para el diagndstico no invasivo de EHGNA que obtuvo una
buena precision diagnostica (AUROC: 0,82) ademas de mostrar un mejor rendimiento que
los algoritmos FLI y HSI (0,74 y 0,70, respectivamente) en estos pacientes. Los algoritmos

de fibrosis FIB-4, NFS y HFS mostraron un VPN de fibrosis hepatica avanzada (> F3)



superior al 90%. Se gener?6 el nuevo algoritmo INTRIN para el diagndstico no invasivo de
EHNA que obtuvo una eficacia diagnostica aceptable (AUROC: 0,76). La prevalencia de
comorbilidades metabolicas, cardiovasculares, renales y oncologicas, asi como la
mortalidad en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis fue mas alta en los pacientes

con EHGNA que en aquellos con un higado histologicamente normal.
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ABSTRACT

Prevalence, morbidity and mortality of nonalcoholic fatty liver disease: a prospective
longitudinal study of a cohort of patients with gallstones.

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most common liver disease in the
western world, and its incidence is increasing rapidly, with an estimated prevalence of 25%
in the general population. NAFLD includes 2 different histological entities with different
prognosis: simple steatosis (SS) and nonalcoholic steatohepatitis (NASH). Steatosis and
fibrosis scores are useful tools in NAFLD diagnosis, but liver biopsy is currently the gold
standard test for NAFLD diagnosis and staging, thus permitting to distinguish individuals
with SS from those with NASH. NAFLD patient’s survival is conditioned by associated
comorbidities, not only for liver disease progression but for its contribution in appearance
of cardiovascular disease and malignancy, causing a higher morbidity and mortality.
Clinical studies suggest that patients with gallstones have a higher risk for NAFLD,
nevertheless, the pathogenic link between gallstones and NAFLD is uncertain, as well as
risk factors are not well defined.

The specific aims of the present study for Doctoral Thesis were to determine the
prevalence of different histological stages of NAFLD in patients with gallstones, to assess
diagnostic accuracy of different scores for noninvasive diagnosis of NAFLD and to know
the natural history of NAFLD in patients with gallstones, with special emphasis on
morbidity and mortality. To this end, we studied 242 patients with gallstones to whom a
liver biopsy during programmed laparoscopic cholecystectomy was carried out.

Furthermore, all included patients were clinically evaluated after a follow-up of 88 +£24
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months. At baseline, mean age of patients was 48.8 years, most of them where women
(75.6%) and caucasian was the predominant race (67.4%). To highlight, 32.6% of
individuals were obese, 7.4 % had known type 2 diabetes mellitus (T2DM), 22.7 % were
known hypertensive, 62.4 % had dyslipidemia and 26.4% met the criteria for metabolic
syndrome. In the cohort of patients with gallstones studied, 49.6% had histologic diagnosis
of NAFLD, including SS (39.7%) and NASH (9.9%), whereas 50.4% had histologically
normal liver. Two risk factors associated with NAFLD were identified, waist perimeter
and ferritin, which in combination generated a new score for noninvasive diagnosis of
NAFLD in patients with gallstones, called CINFER, with an AUROC of 0.82 (IC 95%:
0.74-0.95) with a sensitivity of 90% and a specificity of 66%. Interestingly, the diagnostic
accuracy of algorithms fatty liver index (FLI) and hepatic steatosis ondex (HSI) were lower
than observed for CINFER with AUROC values of 0.74 and 0.70, respectively. Moreover,
accuracy of fibrosis scores was analysed obtaining a negative predictive value (NPV) for
advanced fibrosis (> F3) of 95% for FIB-4, 94% for NAFLD fibrosis score (NFS) and 96%
for Hepamet fibrosis score (HFS) with an AUROC below to 0.5 in all three scores. In
addition, three risk factors associated with NASH were identified, body mass index, ALT
and insulin, which in combination generated a new score for noninvasive diagnosis of
NASH in patients with gallstones, called INTRIN, with an AUROC of 0.76 (IC 95%: 0.65-
0.87) with a sensitivity of 67% and a specificity of 78%. After a follow-up of 88+24
months, in 74 out of 205 patients included (39.1%) distinct metabolic comorbidities were
developed (T2D, arterial hypertension or dyslipidemia), 45 of them (60.8%) with NAFLD

diagnosis at baseline, and 9 patients developed cardiovascular disease (ischemic
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cardiomyopathy or acute cerebrovascular stroke) of whom 7 (77.8%) had NAFLD initially.
Noteworthy, during the follow-up, neoplasms were diagnosed in 18 patients of the study
population, being these neoplasms of either digestive or liver origins in 4 patients of whom
3 (75%) had NAFLD at baseline. Finally, 5 deaths occurred during the follow-up, 4 of them
(80%) in NAFLD patients. In conclusion, the prevalence of NAFLD in the cohort of
patients with gallstones studied was 49.6%, greater than 25% estimated in the general
population, whereas the prevalence of NASH was 9.9%, similar to that reported in the
general population (12.2%). A new score for noninvasive diagnosis of NAFLD was
generated, named CINFER, with a good diagnostic accuracy (AUROC 0.82) and better
accuracy than both FLI and HSI (0.74 and 0.70, respectively). Moreover, FIB-4 score, NFS
and HFS showed a NPV for advanced hepatic fibrosis (> F3) higher than 90% in all three
scores. A new score for noninvasive diagnosis of NASH was developed, termed INTRIN,
with an acceptable diagnostic accuracy (AUROC 0.76). Prevalence of metabolic
comorbidities, cardiovascular diseases, renal disease and malignancies, as well as
mortality, was greater in the study cohort of patients with gallstones who had NAFLD than

in those with histologically normal liver.
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Introduccion

Enfermedad hepatica grasa no alcoholica
1.1. Definiciéon

La enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (EHGNA) es actualmente la
enfermedad hepdtica cronica mas frecuente en los paises occidentales. Debido al cambio
en el estilo de vida con un aumento del aporte caldrico de la dieta y una disminucion de los
habitos de ejercicio, ha habido un alarmante incremento de los casos en todo el mundo, en
paralelo con el de otras enfermedades metabdlicas con las que se asocia frecuentemente,
como la obesidad y la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (1-3). Los avances y los cambios
conceptuales en relacion con la EHGNA son constantes, hasta el punto de que,
recientemente, tras un consenso alcanzado en la comunidad hepatolégica nacional, el
término Esteatosis Hepatica Metabdlica, con su acronimo EHmet, se ha considerado el mas
apropiado para la nueva denominacion de la anteriormente conocida como EHGNA (4).
Este cambio, por otro lado, no s6lo ha significado un cambio en la terminologia, sino que
también engloba un cambio en los criterios diagndsticos. Las dos diferencias mas
importantes y significativas entre EHmet y EHGNA son que para el diagnostico de EHmet
no se excluyen los pacientes con ingesta endlica o con otras hepatopatias cronicas y que la
presencia de alteraciones metabolicas es imprescindible para el diagnostico de EHmet (5).
Dado que cuando se empezd este trabajo alin no existia un consenso en la comunidad
cientifica nacional e internacional acerca de la nueva denominacion de esta enfermedad
hepatica, en esta Tesis Doctoral se continuara haciendo mencion a la denominacion previa

de EHGNA.
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La EHGNA se caracteriza por una acumulacion excesiva de grasa en el higado, lo
que desde un punto de vista histopatologico se define como la presencia de esteatosis en al
menos un 5% de los hepatocitos o como la presencia de una fraccion grasa de densidad
protonica del higado de al menos un 5,6% evaluada mediante espectroscopia de resonancia
magnética (RM) protonica o mediante RM selectiva de grasa/agua cuantitativa.

La biopsia hepatica sigue siendo el procedimiento de referencia para el diagndstico
de la EHGNA, que ademas exige descartar la presencia de causas no metabdlicas de
esteatosis hepatica, siendo la mas relevante el consumo diario de alcohol de mas de 30 g
en los varones y de mas de 20 g en las mujeres (6) . La relacion entre el alcohol y la lesion
hepatica depende de varios cofactores (tipo de bebida alcoholica, patrones de consumo,
duracion de la exposicion, susceptibilidad individual o genética), lo cual hace que los
umbrales cuantitativos simples sean, al menos en parte, arbitrarios. Otras potenciales
causas de esteatosis hepatica bien conocidas son la toma de firmacos esteatogénicos
(amiodarona, valproato, metotrexate, y tamoxifeno entre los mas frecuentes), la
concurrencia de hepatopatias como la hepatitis cronica por virus C, la hemocromatosis, la
enfermedad de Wilson, la hepatitis autoinmune y otras patologias como la enfermedad
celiaca, la lipodistrofia, la desnutricion severa, la alimentacion parenteral y ciertas
enfermedades metabdlicas congénitas como la deficiencia de lipasa 4cida lisosomal y la
abetalipoproteinemia.

La EHGNA incluye dos formas histopatologicamente bien diferenciadas y que
tienen pronosticos distintos: la esteatosis simple no alcohdlica (ESNA), también

denominada hepatoesteatosis o higado graso no alcohdlico, y la esteatohepatitis no
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alcoholica (EHNA). Esta tltima se caracteriza por su potencial fibrogénico y de progresion
a formas mas avanzadas de enfermedad hepatica como la cirrosis y el carcinoma

hepatocelular.

1.2. Epidemiologia

Se calcula que la EHGNA puede afectar en la actualidad a unos 1.000 millones de
personas en el mundo, estimandose que la prevalencia media global de esta enfermedad
hepatica sea del 25% de la poblacion general (7). No obstante, los datos disponibles sobre
la prevalencia de la EHGNA pueden variar sustancialmente en funcion de las
caracteristicas demograficas y antropométricas de la poblacion estudiada, como la edad, el
sexo, la raza, y sobre todo de las comorbilidades asociadas como la obesidad y la DM2,
pero también de las diferencias geograficas y de los métodos utilizados para el diagndstico
de la EHGNA. De hecho, la prevalencia de esta enfermedad en pacientes obesos y
diabéticos supera el 50% (1). La mayoria de las estimaciones sobre la prevalencia de la
EHGNA proceden de estudios que han empleado técnicas diagnosticas no invasivas,
especialmente ecografia o RM (6-9). La prevalencia de la EHGNA en estudios que han
utilizado unicamente la ecografia como método de diagnostico varia entre el 17 y el 46%
(12). En Espafia, la prevalencia estimada de EHGNA en estudios poblacionales es del
25,8%, mientras que se estima una prevalencia de fibrosis hepatica significativa, evaluada
mediante la combinacion secuencial de elastografia de transicién y biopsia hepatica, del
2,8% en la poblacion general (13). Los resultados de un meta-analisis reciente que incluye

un total de 86 estudios de 22 paises con mas de 8 millones de individuos estudiados
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muestran una prevalencia global de la EHGNA del 25% (11,14). Oriente medio y
Sudamérica tienen las cifras mas altas de prevalencia de la EHGNA y Africa las mas bajas.

Existen pocos estudios que hayan investigado la incidencia de la EHGNA en la
poblacion general, registrando unas tasas de incidencia que varian entre 19,9 y 52,3 casos
por 1000 personas/afio en paises asiaticos (15,16) y de 28 casos por 1000 personas/afio en
paises occidentales (14). Es llamativa la tendencia creciente en las estimaciones de
prevalencia e incidencia de la EHGNA, tanto en adultos como en nifios y adolescentes, por
lo que actualmente se considera a la EHGNA un problema global de salud que puede

ocasionar una carga socioecondmica de gran magnitud a todos los paises del mundo.

1.3. Fisiopatologia

Existen diversas hipdtesis que intentan explicar de manera convincente los
complejos mecanismos moleculares implicados en la fisiopatologia de la EHGNA. La més
clasica se conoce como la hipotesis del "doble impacto" (17), descrita por James y Day en
1989, en la que el "primer impacto" seria la resistencia a la insulina (RI) en el tejido adiposo
que produciria un acumulo excesivo de grasa en el hepatocito, lo cual predispondria a las
células hepdticas a un "segundo impacto" que activaria las vias intracelulares pro-
inflamatorias y pro-fibrogénicas en el hepatocito. Esta teoria del doble impacto ha ido
evolucionando a la que actualmente se conoce como la hipotesis de "los impactos
multiples" en la que se considera que diversas alteraciones metabdlicas y moleculares
ocurren de manera simultanea y sinérgica contribuyendo a la patogenia de la EHGNA (18).

Se han descrito factores genéticos y epigenéticos, asi como factores relacionados con la
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diversidad bacteriana de la microbiota intestinal, que podrian jugar un papel patogénico en
la EHGNA (18), pero actualmente se considera que la RI y la lipotoxicidad son los dos
mecanismos mas relevantes en la patogenia de la EHGNA.
1.3.1. Resistencia a la insulina

La RI tiene un papel fundamental en la patogenia de la EHGNA (19). Se define
como la condicion en la cual existe una disminucion de la sensibilidad de las células de
determinados tejidos (higado, tejido adiposo y musculo como los principales) a la accion
fisiologica de la insulina, lo que estimula al pancreas para secretar y sintetizar mas insulina,
provocando el aumento de los niveles circulantes de la misma (20).
1.3.2. Lipotoxicidad

Es un hecho bien conocido que los 4cido grasos libres (AGL) pueden ser citotdxicos
si su concentracion intracelular aumenta excesivamente, motivo por el cual los hepatocitos
los procesan esterificandolos en lipidos mas complejos, oxidandolos en las mitocondrias y
en los peroxisomas (B-oxidacion), asi como en el reticulo endoplasmico (RE) (-
oxidacién) (21). La toxicidad mediada por los AGL se denomina lipotoxicidad y puede
ocurrir en los hepatocitos cuando su capacidad para metabolizar los AGL, almacenarlos
como triglicéridos (TG) y exportarlos a la circulacion en las lipoproteinas VLDL, se ve
sobrepasada por la llegada masiva de AGL procedentes del tejido adiposo periférico y por
el aumento de la lipogénesis de novo, ambos consecuencia de la RI. Mas alld de la
hepatotoxicidad intrinseca de los AGL que se ha demostrado en estudios in vitro que han
comprobado que los AGL monoinsaturados, como el oleico, son menos toxicos para los

hepatocitos que los saturados, como el palmitico y el estedrico (22-24), también hay
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estudios clinicos que han observado una correlacion positiva entre las concentraciones
circulantes de AGL y la progresion histoldgica de la EHGNA (25,26).

Los mecanismos moleculares implicados en la lipotoxicidad hepatica son multiples
y complejos y pueden afectar a diferentes rutas metabolicas del hepatocito (27), algunas de

las mas relevantes se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Mecanismos implicados en la lipotoxicidad hepatica.

1.4. Histologia

La EHGNA es una enfermedad compleja desde el punto de vista histopatologico
ya que engloba un amplio espectro de alteraciones histologicas que van desde la lesion
hepatica més benigna, la ESNA, que es tipicamente macrovesicular, y la EHNA, que se
caracteriza por presentar ademas de esteatosis, inflamacion y degeneracion hepatocitaria o
balonizacion hepatocelular. Esta tltima es la lesion que define la EHNA y le confiere un
potencial fibrogénico que hace que pueda progresar hasta desarrollar una cirrosis (28). Este

concepto de espectro histopatoldgico simplifica en cierta medida la complejidad de la
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enfermedad ya que induce a pensar que hay una evolucidn continua y lineal desde la ESNA
hasta la EHNA Yy la cirrosis. Sin embargo, la historia natural de la EHGNA es variable y
no del todo conocida, por lo que no estd claro que todos los pacientes con ESNA
evolucionen hasta desarrollar una EHNA con menor o mayor fibrosis.

En la Figura 2 se muestran las caracteristicas histopatologicas que definen y diferencian la

ESNA de la EHNA.

Figura 2. Histologia de la EHGNA.

Caracteristicas histopatologicas diferenciales de la esteatosis simple y de la esteatohepatitis. En la
esteatosis simple (panel de la izquierda), el acimulo de grasa es predominantemente
macrovesicular (flechas), y no hay infiltrados inflamatorios ni signos de dafio hepatocelular. En la
esteatohepatitis (panel de la derecha), se evidencian signos de dafio hepatico, generalmente en
forma de hepatocitos balonizados (flechas), y focos inflamatorios. En ocasiones, se puede
observar hialina de Mallory (cabezas de flecha).

1.4.1. Lesiones parenquimatosas:

La ESNA es predominantemente macrovesicular, y aunque tiende a afectar
inicialmente a la region perivenular, en casos mas avanzados puede llegar a tener una
distribucion panacinar. Los criterios minimos para el diagnéstico histologico de EHNA

incluyen la presencia de esteatosis, dafo hepatocelular (en forma de degeneracion
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balonizante) e infiltracion inflamatoria lobulillar. La presencia de fibrosis leve es frecuente
en la EHNA, pero no es un requisito necesario para el diagnostico histologico (29,30). La
balonizacion de los hepatocitos (en inglés, ballooning) es el hallazgo mas caracteristico de
la EHNA, que tipicamente va a asociado a la presencia de hialina de Mallory y con menos
frecuencia a la presencia de megamitocondrias. El infiltrado inflamatorio lobulillar, que es
la lesion que genera un menor acuerdo entre anatomopatdlogos (31), suele ser moderado y
comprende distintas estirpes celulares como neutrdfilos, linfocitos T, macréfagos y
ocasionalmente células Natural Killer.

La fibrosis que se observa en la EHGNA es tipicamente de distribucion
perisinusoidal y/o pericelular, y en un 25% de los casos progresa a cirrosis, inicialmente
con patron micronodular que con el tiempo evoluciona a patrén macronodular.

Los rasgos histologicos caracteristicos de la EHNA van desapareciendo una vez
que la cirrosis se ha instaurado y pueden llegar a desaparecer por completo, lo que se
conoce como “EHNA quemada” (en inglés, burning NASH). Esta es la razon por la que
multiples casos de cirrosis secundaria a EHNA fueron inicialmente clasificados como
“cirrosis criptogenética”(32) .

1.4.2. Lesiones portales/periportales:

Un grado leve de inflamacion portal junto con fibrosis portal y periportal son
hallazgos comunes en esta enfermedad y pueden producir cambios que se asemejen a los
visualizados en las hepatitis cronicas. Estos hallazgos usualmente ocurren de manera
aislada, dando lugar al término “fibrosis portal aislada” que se ha empleado para describir

aquellos casos de EHGNA que desarrollan fibrosis con expansion portal sin las
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caracteristicas tipicas de EHNA. En los adultos, este patrén se observa particularmente
entre los pacientes con obesidad morbida, lo que se da en un 18-33% de los casos (33).

Puede observarse una reaccion ductular que recuerda a las lesiones visualizadas en
distintas patologias biliares, aunque suelen ser en un grado leve y se hacen mas intensas en
estadios avanzados de la EHGNA. Sin embargo, los cambios biliares no son caracteristicos
de la EHGNA, por lo que su deteccion obliga a descartar la presencia de una colangiopatia
como la colangitis biliar primaria o colangitis esclerosante. No obstante, hay que tener en
cuenta que la EHGNA puede coexistir junto con otras hepatopatias cronicas. En un estudio
que incluia mas de 3000 biopsias hepaticas por sospecha de hepatocarcinoma (34), se
describio una probabilidad de coexistencia de EHGNA con hepatitis autoinmune,
hemocromatosis, déficit de alfa-1 antitripsina o hepatitis crénica B del 2,6%.
1.4.3. Histologia en nifios

En los nifos, la EHGNA presenta muchas de las manifestaciones observadas en los
adultos a pesar de que la distribucion de las lesiones pueda ser diferente. La degeneracion
hepatocelular y la hialina de Mallory se observan tan solo de forma esporadica en la EHNA
pediatrica, sin embargo hay un predominio de la inflamacién portal (29). Basandose en el
patron histologico distintivo, se ha validado una puntuacion histolégica especifica
(puntuacion histologica de la EHGNA pedidtrica) para una mejor clasificacion de los nifios

con o sin EHNA (35).
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1.5. Historia natural

Se han identificado distintos factores, dependientes del huésped o del entorno, que
influyen en la historia natural de la EHGNA, ya sea directa o indirectamente. La edad es
un importante factor de riesgo tanto para la EHGNA como para la EHNA con fibrosis
avanzada, aunque no esta claro si esta asociacion epidemiologica se debe simplemente a
un efecto acumulativo de los factores de riesgo metabdlico con el paso del tiempo (36). El
hecho de que en los ltimos afios se haya evidenciado un incremento de esta patologia en
edad pediatrica hace que surjan nuevas dudas por resolver. En cuanto al sexo, no hay datos
concluyentes que demuestren una mayor prevalencia de la EHGNA en hombres o en
mujeres, lo que ocurre igualmente con la raza del paciente.

Datos recientes de grandes estudios clinicos longitudinales con biopsias hepaticas
pareadas sugieren que la transicion de ESNA a EHNA sea bastante dinamica (37). Si bien
siempre se ha considerado que la progresion a fibrosis era poco frecuente en pacientes con
ESNA y maés habitual en pacientes con EHNA, estos estudios sugieren que la ESNA pueda
evolucionar a EHNA con fibrosis avanzada, lo que implica que no sea una condicion del
todo benigna. Tanto la progresion a fibrosis avanzada, considerada esta un estadio F3 o F4,
como la progresion a cirrosis, estan bien documentadas (37), sin embargo no se trata de
una progresion homogénea y lineal. Por este motivo es importante reconocer cudles son los
factores que favorecen esta progresion para optimizar el seguimiento clinico de pacientes
con EHGNA con el objeto de evitar el avance de la enfermedad hepatica y la aparicion de
complicaciones. Parece que la presencia de inflamacion en la biopsia inicial, asi como la

edad avanzada, son predictores independientes de progresion de la fibrosis hepatica en
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pacientes con EHNA (38). La velocidad de progresion de la fibrosis es significativamente
mas lenta en la ESNA, ya que son necesarios 14 afios para incrementar 1 estadio de fibrosis,
mientras que en la EHNA este tiempo se reduce a 7 afios (37). No obstante,
aproximadamente el 20% de pacientes con EHNA pueden tener una progresion rapida de
tal manera que la progresion del estadio de fibrosis sea ain menor a 7 afios. Los predictores
para identificar a estos pacientes que progresan mas rapido no han sido del todo definidos,
pero incluyen niveles altos de transaminasa glutdmico-piravica (GPT) en suero, la
presencia de DM2, una historia familiar de cirrosis en familiares de primer grado vy,
posiblemente, cierta susceptibilidad genética (39—41).

Se estima que sélo el 20% de los pacientes con EHGNA desarrollard una EHNA,
de los cuales el 20% de ellos progresara a cirrosis en 3-4 décadas (37). Como es natural, la
progresion a cirrosis incrementa la probabilidad de aparicion de carcinoma hepatocelular
(CHC). No obstante, existen datos contradictorios sobre si esta probabilidad esta limitada
a pacientes que presentan una cirrosis establecida (42) o si es posible que se presente en
pacientes con EHNA en ausencia de cirrosis (43), ya que en los ultimos afios se ha
observado que aproximadamente la mitad de los casos de CHC surgen en estadios
precirroticos de la EHNA. El riesgo anual de desarrollar un CHC en caso de cirrosis
secundaria a EHNA es del 1,5 al 2% (Figura 3). Por este motivo, en estos pacientes esta
recomendado el seguimiento y cribado rutinario de CHC con ecografia y determinacion de
las concentraciones séricas de alfa-fetoproteina cada 6 meses. Puesto que actualmente la
tasa de incidencia de CHC en pacientes con EHGNA sin cirrosis es demasiado baja, no se

recomienda dicho cribado a no ser que presenten una fibrosis avanzada o una cirrosis.
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Tasa de progresion de fibrosis en la EHNA:
1 estadio cada 7 afios.
20% progresan mas rapido y evolucionan a
cirrosis en 10 afios.

30-40% de los pacientes

20-30% 20% estadio 3 con cirrosis mueren por
EHGNA EHNA en 3 aflos Fibrosis en 2 afios causa hepatica
60-80 millones 15-20 P> | 13-16 miillones
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Figura 3. Historia natural de la EHGNA.
Modificada de Mechanisms and disease consequences of nonalcoholic fatty liver disease
(Loomba y cols. Cell 2021.).

Los pacientes con EHGNA tienen una mayor mortalidad que la poblacién sana, la
cual esta asociada con la edad y la presencia de cirrosis. El principal factor de riesgo de
mortalidad es el estadio de fibrosis (44,45), por lo que los algoritmos no invasivos de
fibrosis resultan ser utiles para predecir el riesgo de mortalidad durante el seguimiento
clinico de estos pacientes (46). En pacientes con EHGNA, las enfermedades
cardiovasculares, como la cardiopatia isquémica y los accidentes cerebrovasculares, son la
primera causa de mortalidad seguidas por las neoplasias extrahepaticas (47). No obstante,
cuando la cirrosis ya se ha instaurado, las complicaciones derivadas de la enfermedad
hepatica se convierten en la principal causa de mortalidad.

La EHNA es una causa de trasplante hepatico que esta en aumento, principalmente
en Europa y en Estados Unidos (48), habiéndose convertido en una de las principales

causas de trasplante hepatico en Espafa (49).
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1.6. Diagnostico
1.6.1. Cuadro clinico

La mayoria de los pacientes con EHGNA son asintomaticos, por lo que la
enfermedad puede mantenerse silente hasta que progresa a una cirrosis (50). Los sintomas
que refieren con mayor frecuencia los pacientes en estadios iniciales son el dolor en

hemiabdomen superior y la fatiga.

En ausencia de un abuso crénico de alcohol, la presencia de trastornos metabdlicos
como la obesidad o la DM2 hace mas probable el diagnostico clinico de EHGNA, aunque
es necesario descartar otras causas de enfermedades hepaticas cronicas utilizando pruebas
analiticas, técnicas de imagen y en ultimo término la biopsia hepatica, pues el diagndstico

de EHGNA en la actualidad es de exclusion.
1.6.2. Pruebas analiticas

No existe ningun dato de laboratorio especifico de la EHGNA. El dato mas
constante es una hipertransaminasemia leve-moderada, aunque su determinacion de forma
aislada tiene una correlacion muy pobre con la intensidad y el riesgo de progresion de la
enfermedad, ya que el 70% de los pacientes con transaminasas elevadas no tienen fibrosis
significativa y el 30% de pacientes con fibrosis avanzada tienen transaminasas normales
(51). Con menor frecuencia se pueden observar alteraciones de otras enzimas hepaticas
como la gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT) y la fosfatasa alcalina (FA). Los pacientes
con cirrosis pueden presentar elevacion de las transaminasas y de la bilirrubina, asi como

un descenso de la albumina, del tiempo de protrombina y de las plaquetas.

33



Introduccion

Es frecuente encontrar alteraciones bioquimicas que se relacionan con las
comorbilidades que se asocian con la EHGNA, particularmente la obesidad y la DM2, con
alteracion de los lipidos séricos (hipertrigliceridemia y descenso de los valores de
colesterol HDL), hiperglucemia e hiperinsulinemia. La ferritina sérica puede estar elevada
en los pacientes con EHGNA, por lo que en estos casos se debe analizar la saturacion de
transferrina y, si estd anormalmente aumentada, realizar el genotipado del gen de la

hemocromatosis hereditaria (52).

Dado que la EHGNA puede coexistir con otras enfermedades hepaticas cronicas,
es necesario descartarlas mediante determinaciones bioquimicas e inmunoseroldgicas que
incluyan marcadores viricos, autoanticuerpos, cupremia, cupruria, ceruloplasminemia,
alfa-1-antitripsina, hormonas tiroideas y anticuerpos antiendomisio o antitransglutaminasa.
También debe descartarse de manera cuidadosa el consumo de firmacos potencialmente

hepatotoxicos.
1.6.3. Técnicas de imagen

Como en cualquier paciente con sospecha de enfermedad hepatica, es
recomendable disponer de una técnica de imagen bdésica para descartar la presencia de
lesiones hepaticas y evaluar signos indirectos de cirrosis e hipertension portal, para lo que
se suele emplear la ecografia. La presencia de un higado brillante en la ecografia apoya el
diagnostico clinico de sospecha de la EHGNA, siendo capaz de diagnosticar con seguridad
la esteatosis moderada o grave. Sin embargo, tiene una sensibilidad limitada y la ausencia
de este hallazgo no descarta la presencia de una EHGNA. La RM, considerada el patron de

referencia para el diagnostico por imagen de esteatosis, asi como la tomografia axial
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computerizada (TAC) abdominal, pueden ayudar a la identificacion de esteatosis y/o
cirrosis en pacientes seleccionados o que se someten a las pruebas por otra indicacion,
aunque debido a su coste son menos adecuadas para el manejo clinico de pacientes con

EHGNA.

La RM avanzada es capaz de medir la cantidad de grasa hepatica de manera objetiva
y cuantitativa, para lo que utiliza distintas técnicas como la espectroscopia (53) o la técnica
denominada fraccion de grasa por densidad protdnica (FGDP) (54). No obstante, tiene un
coste elevado y la cuantificacion del contenido de grasa carece de interés en la practica

clinica, siendo mas util actualmente en estudios experimentales.

Los métodos elastograficos evaluan la rigidez hepatica mediante diferentes técnicas
de imagen, lo que se ha correlacionado con la cantidad de fibrosis en el higado. Existen
varios métodos elastograficos que utilizan la elastografia por onda de cizallamiento
(Fibroscan®, ARFI, pPSWE, RM) con una capacidad diagndstica similar para evaluar la
rigidez del higado. El método mas utilizado en nuestro medio es la elastografia de
transicion (ET) que se realiza con el FibroScan®, un método que utiliza vibracion de baja
frecuencia y ultrasonidos. Ademas de ser una técnica no invasiva, la ET presenta otras
ventajas como la facilidad de uso, el tiempo reducido de exploracion y la inmediatez en la
obtencion de resultados, lo que la convierte en una herramienta util en el entorno
ambulatorio u hospitalario. No obstante, también tiene sus limitaciones, como el ser una
técnica operador-dependiente, su uso limitado en pacientes obesos o en caso de ascitis. Ha
demostrado su utilidad en pacientes con EHGNA para descartar fibrosis significativa y

para confirmar cirrosis, aunque es menos fiable para definir estadios intermedios. Esta
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capacidad diagnostica ha sido ampliamente evaluada con la sonda M (55). Puntos de corte
<8-8,5 kPa pueden servir para descartar la presencia de fibrosis avanzada (> F3), mientras
que para confirmar su presencia se han propuesto puntos de corte elevados, >18-20 kPa,
con alta especificidad y valor predictivo positivo (56). Por tanto, cabe destacar que la
utilizacion de la elastografia en la EHGNA no permite clasificar con suficiente fiabilidad
aun elevado porcentaje de pacientes distribuidos en este amplio rango (8-18Kpa) en el que
sera dificil hacer estimaciones precisas del estadio de fibrosis. Inicialmente, la sonda
original M mostré una aplicabilidad aproximada del 80%, presentando exploraciones
fallidas sobre todo en pacientes obesos. Sin embargo, la experiencia del explorador y la
utilizacion de la sonda XL en pacientes obesos ha permitido aumentar su aplicabilidad al
95-98% de los pacientes, limitando mucho el nimero de exploraciones no validas (57). La
ET actualmente incluye una tecnologia mejorada: la elastografia de transicion a vibracion
controlada y el parametro de atenuacién controlada o CAP (del inglés, Controlled
Attenuation Parameter), que mide la atenuacion de las ondas de ultrasonidos a medida que
se propagan en el higado ofreciendo informacion sobre el nivel de esteatosis hepatica
simultdneamente a la fibrosis, pero tiene una capacidad limitada de discriminacion de los

grados histoldgicos.
1.6.4. Biopsia hepatica

El diagnostico de confirmacion de la EHGNA es en tltima instancia histologico,
por lo que la biopsia hepdatica es esencial y sigue siendo el método diagndstico de
referencia. Ademas, es la Uinica técnica que permite diferenciar de manera fiable la ESNA

de la EHNA, a pesar de las limitaciones que comporta la variabilidad en la muestra obtenida
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de tejido hepatico. Para que la biopsia se considere valida, de tal manera que permita una
correcta interpretacion, la aguja debe penetrar lo suficiente en el parénquima hepatico para
evitar que la muestra sea puramente subcapsular. Generalmente, la longitud de la biopsia
se considera adecuada a partir de 1,5 cm de largo, lo que permite la inclusion de al menos
10 espacios porta. El grosor es también importante, ya que biopsias demasiado finas pueden
no mostrar acinos completos o pueden cortar transversalmente los tractos portales,
impidiendo una correcta valoracion de la integridad arquitectural por parte de los

anatomopatdlogos (58).

1.6.4.1. Evaluacion histopatoldgica: gradacion y estadiaje

Para realizar una completa y correcta caracterizacion de la EHGNA se debe evaluar
el “grado de actividad histologica” y el “estadio de fibrosis”. Mientras que el primero es
una medida global semicuantitativa del grado de esteatosis, de la inflamacion y del dafio
hepatocelular, el segundo evalta la localizacion (no la cantidad) de la fibrosis y de los
cambios arquitecturales secundarios a la regeneracion tisular (59). El “grado de actividad
histologica” se obtiene combinando la puntuacion de esteatosis, inflamacion lobulillar y
balonizacion hepatocitaria segun la clasificacion de Brunt y cols. (60) y modificada
posteriormente por Kleiner y cols. (61), como se detalla en la Tabla 1. La esteatosis se
puntiia como 0 cuando es menor del 5% del tejido hepatico; 1 si es >5-33%; 2 si es >33-
65% y 3 si es >65%. El grado de inflamacion lobulillar se puntiia como 0 si no hay focos
inflamatorios; 1 si hay mas de 2 focos; 2 si hay de 2 a 4 focos, y 3 si hay méas de 4 focos.
La balonizacion hepatocitaria se estimara como 0 (no balonizacién), 1 (escasas células

balonizadas) o 2 (muchas células con balonizacidon prominente). El “estadio de fibrosis” se
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puntta con un FO si no hay fibrosis; F1 si hay fibrosis perisinusoidal o portal/periportal;
F2 si hay fibrosis perisinusoidal y portal/periportal; F3 si hay puentes de fibrosis, y F4 si

hay cirrosis.

Tabla 1. Clasificacion de las lesiones histologicas en la EHGNA.

Puntuacidn del grado de actividad histologica NAFLD Score (NAS)

Esteatosis (0-3)  0: <5% de tejido hepatico con esteatosis con un objetivo 10x
1: 5-33% de esteatosis
2: 33-65% de esteatosis
3: >65% de esteatosis.
Inflamacion (0-3) 0: sin focos inflamatorios en el tejido hepatico con un ohjetivo 20x
1: <2 de focos
2:de 2 a 4 focos
3: >4 focos
Balonizacion (0-2) 0: ausencia de balonizacién en el tejido hepatico con un objetivo 20x.
1: algunos hepatocitos balonizados
2

: muchos hepatocitos balonizados

Puntuacién del estadio de fibrosis

FO: Ausencia de fibrosis

F1: Fibrosis lobulillar perisinusoidal o fibrosis portal/periportal
F2: Fibrosis perisinusoidal y fibrosis portal/periportal

F3: Fibrosis en puentes

F4: Cirrosis

El diagnostico histoldgico de esteatosis se establece cuando se objetiva la presencia
de gotas de grasa, predominantemente macrovesiculares, en mas del 5% de los hepatocitos,
y para hacer el diagndstico de EHNA, ademas de la presencia de esteatosis, se requiere
también la presencia de dafio hepatocitario (balonizaciéon) y de inflamacion lobulillar

(tipicamente en la zona 3 del acino).
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1.6.4.2. Sistemas para la clasificacion histopatologica

Dada la complejidad de las lesiones histologicas de la EHGNA, con el fin de
minimizar la variabilidad interobservador y conseguir una clasificacion histopatoldgica
homogénea entre los diferentes pacientes, es recomendable el empleo de un protocolo de
diagnoéstico internacionalmente aceptado, como es el NAS (del inglés, NAFLD Activity
Score) (Tabla 1) o el SAF (del inglés, Steatosis Activity and Fibrosis score). E1 NAS es
un protocolo de puntuacion con un rango que va de 0 a 8 que se obtiene de la suma de los
grados de esteatosis, de inflamacion y de balonizacion hepatocitaria (61,62) y su uso esta
validado para el empleo en ensayos clinicos. No debe utilizarse para el diagndstico de la
EHNA sino para la evaluacion de la gravedad de la enfermedad, una vez establecido el
diagnostico mediante la evaluacion histologica global. El SAF es otro protocolo de
puntuacioén histopatoldgica que tiene una buena reproducibilidad y proporciona una
descripcion mas exacta y completa. Evalta el grado de esteatosis, el grado de actividad,
concebida como la inflamacion y la balonizacion hepatocitaria, y el estadio de fibrosis (63),
lo que da lugar a un algoritmo conocido como FLIP (del inglés, Fatty Liver Inhibition of
Progresion) (64,65).
1.6.5. Algoritmos de diagnostico no invasivos

El uso integrado de pruebas de laboratorio en forma de indices o algoritmos de
puntuacidn (en inglés, scores) con otros datos demograficos, antropométricos, clinicos y
analiticos ha demostrado ser util en el diagndstico de EHGNA.. Estos algoritmos tienen una
capacidad limitada para el diagnostico de esteatosis y/o inflamacion (66), pero si que son

utiles para estimar la presencia o ausencia de fibrosis hepatica significativa (67).
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Entre los algoritmos mas utilizados para estimar el grado de esteatosis el mejor
estudiado es el FLI (del inglés, Fatty Liver Index) (68), un algoritmo que est4 constituido
por el perimetro abdominal, el indice de masa corporal (IMC), la concentracion sérica de
TG y la de GGT. Los pacientes con un FLI > 60 tienen con mucha probabilidad una
EHGNA mientras que un FLI <30 excluye este diagnostico. Otro indice menos utilizado
es el HSI (del inglés, Hepatic Steatosis Index) que incluye el IMC y las concentraciones
séricas de transaminasa glutamico-oxalacética (GOT) y de GPT en funcién del sexo del
paciente y de la presencia o ausencia de DM2 (69). En este caso, un HSI <30 nos indica
una baja probabilidad de esteatosis mientras que un HSI > 36 nos indica una alta
probabilidad. Otros algoritmos menos extendidos, validados para el diagndstico no

invasivo de esteatosis, se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Algoritmos de diagndstico de esteatosis

Algoritmo Variables
FLI (68) PCIL, IMC, TG, y-GT
HSI (69) IMC, GOT, GPT, DM2
7ZJU index (70) IMC, glucosa, TG, cociente GOT/GPT
Dallas steatosis index (71) GPT, IMC, edad, sexo, TG, glucosa, DM, HTA y raza
Framingham steatosis index (72)  Edad, sexo, IMC, TG, HTA, DM2, cociente GOT/GPT
NAFLD liver fat score (73) SMet, DM2, GOT, GPT
NAFLD ridge score (74) GPT, colesterol HDL, HbAcl, TG, leucocitos, HTA.

GGT, GPT, glucosa, TG, colesterol total, IMC,

Steatotest (75) bilirrubina, apoA 1, haptoglobina, a2macroglobulina

DM2, diabetes mellitus tipo 2; FLI, Fatty liver index; HDL, high density lipoprotein; HSI, Hepatic steatosis
index; HTA, hipertension arterial, IMC, indice de masa corporal; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa;
GOT, transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT, transaminasa glutdmico-piravica; HbAcl, hemoglobina
glicosilada; NAFLD, non alcoholic faty liver disease; PCI, perimetro de cintura; SMet, sindrome metabdlico;
TG, triglicéridos.
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Existen diferentes algoritmos sencillos y facilmente accesibles para estimar la
presencia o ausencia de fibrosis significativa. El FIB-4 es un algoritmo que incluye las
concentraciones séricas de GOT, de GPT y de plaquetas en funcion de la edad del paciente
(76). Un FIB-4 <1,30 indica una alta probabilidad de ausencia de fibrosis significativa (FO-
F1) mientras que un valor de FIB-4 >2,67 indica una alta probabilidad de fibrosis avanzada
(> F3). Otro algoritmo ampliamente extendido para la prediccion de fibrosis,
independientemente de la etiologia de la hepatopatia, es el indice APRI (del inglés,
Aspartate aminotransferase to Platelet Ratio Index) que incluye el recuento de plaquetas y
la concentracion sérica de GOT (77). En cuanto al diagndstico de fibrosis en pacientes con
EHGNA, el algoritmo mas utilizado es el NFS (del inglés, Non alcoholic fatty liver disease
Fibrosis Score), que incluye el IMC, las concentraciones séricas de GOT, de GPT, y de
albumina y el recuento de plaquetas en funcion de la edad del paciente y de la presencia o
ausencia de DM2 (78). En este caso, un NFS <-1,455 predice la ausencia de fibrosis
avanzada (FO-F2) mientras que un NFS >0,675 predice la presencia de fibrosis avanzada
(> F3). Tanto FIB-4 como NFS son muy fttiles para descartar la presencia de fibrosis
avanzada, es decir, tienen un elevado valor predictivo negativo, especialmente en
poblaciones de baja prevalencia, como la poblacion general o en los pacientes de atencion
primaria. Por tanto, son una buena herramienta para el cribado de la EHGNA en
poblaciones con bajo riesgo de fibrosis avanzada como paso previo a la elastografia de

transicion y disminuir asi la cantidad de exploraciones innecesarias.

Recientemente, el grupo espaiol para el estudio de la enfermedad hepética grasa

metabolica (HEPAmet) ha disenado un nuevo algoritmo no invasivo, denominado
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Hepamet Fibrosis Score (HFS), capaz de identificar a los pacientes con EHGNA vy fibrosis
hepatica avanzada con un alto grado de especificidad, que en su validacion ha demostrado
tener una mayor precision que los algoritmos FIB-4 y NFS (79). E1 HFS es muy facil de
calcular mediante una calculadora disponible en internet e incluye el sexo, la edad y la
presencia o ausencia de DM2, asi como los valores séricos de glucosa, de insulina, de GOT,
de albumina y el recuento de plaquetas, asi como el indice HOMA. Valores de HFS <0,12
indican un riesgo bajo de fibrosis significativa (< F2) mientras que un HFS >0,47 indican
un riesgo alto de fibrosis significativa (> F2). Otros algoritmos validados para el

diagndstico de fibrosis se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Algoritmos para el diagndstico de fibrosis

Algoritmo Variables
FIB-4 (80) Edad, GOT, GPT, plaquetas
APRI GOT, plaquetas
NEFES (78) IMC, edad, DM2, GOT, GPT, plaquetas, albtimina
HFS (81) Sex’o, fedad, DM2, glucosa, insulina, indice HOMA, GOT,
albiimina, plaquetas
ELF (82) Acido hialurénico, TIMP1, PIIINP
BARD IMC, coeficiente GOT/GPT, DM2

Fibro-Test® (75) v-GT, bilirrubina, haptoglobina, apoA1, a2macroglobulina

APRI, (Aspartate aminotransferase to platelet ratio index); DM2, diabetes mellitus tipo 2; ELF, Enhanced
Liver Fibrosis; HFS, Hepamet fibrosis score; IMC, indice de masa corporal, y-GT, gamma
glutamiltranspeptidasa; GOT, transaminasa glutamico-oxalacética; GPT, transaminasa glutamico-piravica;
NFS, NAFLD fibrosis score; PIITINP3, péptido aminoterminal de procolageno 3; TG, triglicéridos; TIMP1,
inhibidor tisular de metaloproteinasa 1.

1.7. Tratamiento

Tal como se muestra en la Figura 4, un correcto diagnostico del estadio de fibrosis
es esencial para establecer recomendaciones terapéuticas adecuadas y personalizadas a los
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pacientes con EHGNA, con el objetivo prioritario de prevenir la progresion a fases mas

avanzadas de la enfermedad hepatica, como la cirrosis y el CHC (83).

Obesidad EHGNA Re5|.stenc.|a
central \ alainsulina
Esteatosis
Inflamacién (EHNA)
Fibrosis
Objetivo: evitar la progresion ‘
FO F1 F2 F3 Fa
Esteatosis Fibrosis Perisinusoidal Fibrosis en Cirrosis
simple perisinusoidal y portal puentes
Educacién ( Evitar progresion de la cirrosis )
Pérdida de peso (reducir adiposidad visceral) Insistir en pérdida de peso y ejercicio
Ejercicio que incluya entrenamiento de resistencia Optimizar control glucémico
Reducir ingesta caldrica: dieta mediterranea Optimizar situacién cardiovascular
Evitar ingesta elevada de fructosa \__En cirrosis compensada, valorar tratamiento con estatinas /

Monitorizar perimetro de cintura y cadera
Evitar ingesta de alcohol
Abandono de habito tabaquico

/ Identificacién y manejo de complicaciones de la cirrosis
Optimizar de la salud ésea
Manejo de la HTP y episodios de descompensacién

Considerar cirugia bariatrica en caso de no perder peso Cribado de carcinoma hepatocelular
- - Evaluar indicacién de trasplante hepético
Derivar a consulta de diabetes \_Tratamiento paliativo si fuera preciso Y,

Optimizar factores de riesgo cardiovascular
Valorar tratamiento con estatinas

Considerar cirugia bariatrica al mismo tiempo
que el trasplante hepatico

Figura 4. Tratamiento de la EHGNA.

En pacientes con EHGNA sin fibrosis significativa (< F2) la modificacion del estilo
de vida es crucial. Una pérdida de peso del 7-10% se asocia con una mejoria histoldgica,
con disminucion de la esteatosis, de la degeneracion de los hepatocitos y de la inflamacion
lobulillar (84,85). Incluso pérdidas de peso mas discretas, como del 5%, pueden disminuir
la esteatosis (86), las enzimas hepaticas (87) y el riesgo de desarrollar DM2. La remision
de la EHGNA mediante el cambio de estilo de vida se ha demostrado en pacientes no

obesos (88), aunque las causas de EHGNA en no obesos no son del todo conocidas. Las
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guias clinicas recomiendan realizar un plan de ejercicio fisico aerobico y regular ademas
de una dieta hipocalodrica de estilo mediterraneo y evitar la ingesta excesiva de alimentos
con fructosa, asi como el consumo de alcohol. Ademas, el abandono del habito tabaquico
es igualmente importante para disminuir el riesgo cardiovascular.

En los pacientes con EHGNA vy fibrosis hepatica significativa (> F2), la tasa de
mortalidad de causa hepatica se incrementa de forma dramatica (46), lo que justifica un
seguimiento mas estrecho para detectar y tratar las probables complicaciones secundarias
a la cirrosis hepatica. En estos pacientes se recomiendan las mismas modificaciones del
estilo de vida que los pacientes con estadios de fibrosis FO o F1.

Ya que el cancer y la patologia cardiovascular son las principales causas de
mortalidad en pacientes con EHGNA Yy fibrosis significativa, es importante un buen manejo
del SMet, asi como estrategias de cribado del cancer. Desafortunadamente, a dia de hoy no
hay farmacos que hayan sido aprobados para el tratamiento de la EHGNA. Mas de 300
farmacos ya han sido evaluados en ensayos clinicos de fase II o III para el tratamiento de
pacientes con EHGNA o EHNA (89,90), pero la mayoria de ellos ha demostrado poca
efectividad (91). No obstante, en un reciente analisis intermedio de un ensayo clinico de
fase III, aleatorizado y controlado con placebo, cuyo objetivo primario era evaluar la
efectividad del acido obeticdlico, un agonista selectivo del receptor X farnesoide, se
demostro6 que este firmaco mejoraba significativamente el estadio de la fibrosis en un 25%
de los pacientes con EHNA tras 18 meses de tratamiento con 25 mg/dia por via oral (92).
Mas recientemente, un ensayo clinico de fase IIb, aleatorizado y controlado con placebo,

para evaluar la eficacia de lanifibranor, un agonista pan-PPAR, demostrd ser capaz de
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mejorar un punto el estadio de fibrosis, asi como mejorar e incluso conseguir la remision
de la EHNA, en los pacientes tratados con 1200 mg/dia de lanifibranor por via oral durante
6 meses pero no en los pacientes tratados con 800 mg/dia (93). A la luz de estos
prometedores resultados, es muy probable que un amplio repertorio de agentes

farmacoldgicos podria estar disponible en un futuro cercano.

1.8. Comorbilidades asociadas

La afectacion hepatica en la EHGNA es en realidad un componente mas dentro de
sus diferentes manifestaciones multiorganicas con repercusion en los sistemas
cardiovascular, renal y endocrino, entre otros. Por tanto, en el contexto global de esta
enfermedad, es importante conocer sus comorbilidades asociadas (94-96).
1.8.1. Obesidad

La obesidad es el trastorno metabolico mas frecuentemente asociado a la EHGNA
(3). La probabilidad de padecer una EHGNA aumenta con el grado de obesidad, en la que
la adiposidad visceral o central supone un riesgo mayor para su desarrollo que la adiposidad
subcutanea o periférica. Hasta el 60-90% de las personas obesas presentan lesiones
hepaticas que pueden abarcar todo el espectro histologico de la EHGNA, siendo mas
frecuente esta asociacion en las mujeres (10). En un reciente estudio, Garcia-Monzon y
cols. observaron que el 77,6% de los individuos con ESNA y el 100% de aquellos con

EHNA, diagnosticadas por biopsia hepatica, tenian sobrepeso u obesidad (36).
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1.8.2. Diabetes Mellitus tipo 2

La DM2 es otro trastorno metabolico que se asocia de manera muy significativa
con la EHGNA, ya que se detecta en el 34%-75% de estos pacientes y con frecuencia
conjuntamente con obesidad (3). Un hecho muy interesante es que la relacion entre la DM2
y la EHGNA parece ser bidireccional, es decir, la DM2 influye en la progresion de la
EHGNA vy duplica la mortalidad global de estos pacientes, pero también los pacientes con
EHGNA Yy fibrosis significativa tienen un mayor riesgo de desarrollar DM2 (97).
1.8.3. Sindrome de apnea obstructiva del suefio

Existe una creciente evidencia cientifica que indica que la hipoxia puede jugar un
papel importante en la fisiopatologia de la EHGNA (98). Un dato relevante que apoya esta
hipotesis es que el sindrome de apnea obstructiva del suefio (SAOS), un trastorno
respiratorio muy frecuente que afecta al 4% de la poblacion general y a un tercio de las
personas obesas, se caracteriza por la aparicion de episodios de apnea o hipopnea durante
el suefio que producen una marcada hipoxia nocturna intermitente, lo que que se ha
relacionado con el desarrollo del SMet y con la aparicion y progresion de la EHGNA (99).
Aunque los mecanismos moleculares por los que la hipoxia puede contribuir a la aparicion
y progresion de la EHGNA no se conocen completamente, hay cada vez mas evidencias
que indican que la hipoxia altera el metabolismo hepéatico de los lipidos facilitando la
captacion de AGL por el hepatocito, disminuyendo la B-oxidacion de los AGL e

incrementando la lipogénesis de novo (98,100).
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1.8.4. Colelitiasis

Numerosos estudios clinicos han sugerido que los pacientes con colelitiasis tienen
un alto riesgo de desarrollar una EHGNA, principalmente aquellos que tienen ademas
factores de riesgo metabolico y RI (101-104). Existe evidencia clinica a favor de que la
colelitiasis es mas frecuente en pacientes con EHGNA que en la poblacion general (105) y
parece que la EHGNA se comporta como un factor de riesgo independiente de colelitiasis
y viceversa (103,106). Aunque inicialmente se considero que la colecistectomia no alteraba
la composicion de los acidos biliares (107), estudios posteriores en ratones han descrito
que la colecistectomia incrementa las concentraciones de acidos biliares, lo que puede
alterar el metabolismo hepatico de los lipidos y favorecer la acumulacion de grasa en el
mismo (108,109). Hay controversia sobre la relacion de la colelitiasis con la progresion
de la EHGNA: mientras unos investigadores sugieren que la colelitiasis no aumenta el
riesgo de EHNA ni de fibrosis hepatica (110), otros autores indican que la colelitiasis se
asocia con lesiones histopatoldgicas mas avanzadas de la EHGNA (111).

A pesar de toda esta evidencia, la relacion patogénica entre la colelitiasis y la
EHGNA no esta bien definida, en gran medida porque no se han llevado a cabo estudios
prospectivos bien disefiados evaluando la prevalencia de EHGNA mediante biopsia
hepatica, asi como tampoco lo estan los factores de riesgo asociados en pacientes con

colelitiasis.
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Hipotesis y Objetivos

La hipétesis de este trabajo de Tesis Doctoral se fundamenta en tres aspectos
fundamentales:

1. La relacion causal entre la colelitiasis y la EHGNA no est4 definitivamente establecida.
2. No esta bien definido el valor de los algoritmos matematicos para el diagnostico no
invasivo de los distintos estadios evolutivos de la EHGNA en pacientes con colelitiasis.

3. Las comorbilidades asociadas condicionan la supervivencia de los pacientes con
EHGNA, tanto por su implicacion en la progresion de la hepatopatia como por su

contribucion a la aparicion de enfermedades cardiovasculares y neoplasicas.

El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral es mejorar el conocimiento de la
epidemiologia y de la historia natural de la EHGNA en pacientes con colelitiasis, asi como
identificar los factores de riesgo que se asocian con la EHGNA con el fin de generar
algoritmos matematicos eficaces para el diagnostico no invasivo de la EHGNA en los
pacientes con colelitiasis. Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos concretos:

1. Determinar la prevalencia de las diferentes formas histologicas de la EHGNA en
pacientes con colelitiasis.

2. Evaluar la eficacia de distintos algoritmos matematicos para el diagndstico no invasivo
de las diferentes formas histologicas de la EHGNA en pacientes con colelitiasis.

3. Conocer la historia natural de la EHGNA en pacientes con colelitiasis, con especial

énfasis en la morbilidad y mortalidad asociadas.
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Material y Metodos

3.1. Poblacion de estudio

Se estudiaron pacientes con un diagndstico clinico y ecografico de colelitiasis no
complicada programados para colecistectomia laparoscopica que cumplian los siguientes
criterios de inclusion y exclusion:

o Criterios de inclusion:

- Edad entre 18 y 85 afios.

- Ausencia de un consumo significativo de alcohol (hombres <20 gramos al dia y

mujeres <10 gramos al dia).

- Signos histolégicos de ESNA o de EHNA segun criterios internacionalmente
aceptados (61). Se incluyeron también pacientes con una biopsia hepatica

histologicamente normal, los cuales se consideraron grupo control.

- Firma previa de un consentimiento informado por escrito, aprobado por el comité

ético de investigacion clinica institucional.

e Criterios de exclusién:

- Edad < 18 y > 85 afios.

- Gestacion activa.

- Negacion o revocacion del consentimiento informado.

- Consumo significativo de alcohol (hombres >20 gr/dia y mujeres >10 gr/dia).

- Consumo cronico de drogas y/o de fArmacos potencialmente hepatotdxicos, como

tamoxifeno, valproato, amiodarona o metotrexate.
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- Seropositividad para el virus de la inmunodeficiencia humana.

- Signos clinicos, analiticos, serologicos o histologicos de enfermedad hepatica

cronica de etiologia conocida.

- Comorbilidades clinicamente inestables.

3.2. Diseiio del estudio

El disefio del presente trabajo de Tesis Doctoral tiene 2 fases bien diferenciadas:
Una primera fase que ha consistido en un estudio prospectivo observacional de corte
transversal de una cohorte de pacientes con colelitiasis.
Una segunda fase que ha consistido en un estudio observacional longitudinal de los
pacientes incluidos en el estudio transversal.
3.2.1. Estudio transversal

Se incluyeron de manera consecutiva a los pacientes con colelitiasis que en el
periodo comprendido entre el 1 de enero 2007 y el 28 de febrero de 2014 acudieron al
Hospital Universitario Santa Cristina para la realizacion de una colecistectomia
laparoscopica programada y que accedieron, mediante la firma previa de un consentimiento
informado por escrito, a que se les practicase una biopsia hepatica percutanea durante la
intervencion quirdrgica. Todos los procedimientos llevados a cabo en este estudio clinico
fueron aprobados por el Comité de Etica de la Investigacion Clinica del Hospital

Universitario de la Princesa (dictamen de aprobacion: PI-228/07) y se ajustaron a las
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recomendaciones recogidas en la Declaraciéon de Helsinki y conforme a las leyes
nacionales y autondmicas vigentes al inicio del presente trabajo de Tesis Doctoral.

Cada uno de los pacientes incluidos en este estudio tuvo una consulta médica basal
en la que se les recogieron sus datos demograficos, antropométricos y clinicos mediante
una anamnesis y una exploracion fisica completas. Posteriormente, a todos los pacientes
incluidos en el estudio se les realizo, el mismo dia de la colecistectomia laparoscopica, una
extraccion de sangre en ayunas antes del procedimiento quirtirgico y una biopsia hepatica,
utilizando una aguja de Menghini 15G/1,8mm (Hepafix, Melsungen, Alemania), por via
percutanea y con control laparoscépico al final del procedimiento quirurgico.

En el estudio transversal se definieron las siguientes variables de estudio:

- Caracteristicas demograficas: edad (afios), sexo (hombre o mujer) y raza
(amerindia, asiatica, caucésica, gitana, mulata de Sudamérica, negra del norte de

Africa y negra subsahariana).

- Caracteristicas antropométricas: peso (kilogramos), talla (metros), perimetro de
cintura (PCI) y cadera (PCA) (ambas en centimetros). El indice de masa corporal
(IMC) se calculé dividiendo el peso en kg por la talla en metros al cuadrado (m?).
Se definié peso normal como un IMC < 25, sobrepeso como un IMC entre 25,1 y

29,9 y obesidad como un IMC > 30.
- Hébitos téxicos: consumo de alcohol y tabaco.

- Antecedentes clinicos: factores de riesgo cardiovascular como hipertension

arterial (HTA), dislipemia (definida como TG > 150mg/dl y/o HDL <40 mg/dl en
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hombres o0 HDL <50mg/dl en mujeres), diabetes mellitus tipo 1 o 2; patologia

tiroidea; presencia de SMet segun criterios internacionalmente aceptados (112).

-Parametros analiticos: mediante un hemograma se determinaron la hemoglobina
(g/dL), el hematocrito (%), los leucocitos (10°/uL) y su formula, asi como la
concentracion plasmatica de plaquetas (103/uL) y el fibrindgeno (mg/dL). En el
suero se midieron las concentraciones de glucosa (mg/dL), de creatinina (mg/dL),
de colesterol (LDL, HDL y VLDL; mg/dL), de TG (mg/dL), de hierro (ng/dL), de
ferritina (ng/dL), de GOT (UI/L), de GPT (UI/L), de GGT (UI/L), de FA (UI/L) y
de albimina (g/L) asi como el indice de saturacion de transferrina (IST; %) y los
anticuerpos antinucleares. También se determinaron en el suero los anticuerpos
frente al virus de la hepatitis C, frente al virus de inmunodeficiencia humana y el
antigeno de superficie del virus de la hepatitis B mediante un enzimoinmunoensayo
(Murex, Dartford, UK). También se determind la insulina plasmatica mediante
inmunoensayo quimioluminiscente de microparticulas (ARCHITECT insulin;
Abbot Park, IL) asi como el indice de la resistencia a la insulina utilizando el
modelo homeostatico HOMA que se calculé mediante la férmula: insulina (uU/ml)
x glucosa (mmol/L)/22,5 (132). Todas las variables analiticas se determinaron
basalmente en muestras de sangre recogidas en ayunas en el momento de la biopsia

hepatica que se realiz6 a todos los pacientes incluidos en el estudio.

- Caracteristicas histopatoldgicas: Una parte de cada biopsia hepatica de al menos
15 mm de longitud se incluy6 en un bloque de parafina y se realizaron cortes de 5

pum de espesor que fueron posteriormente tefiiddos con hematoxilina-eosina y

54



Material y Métodos

tricromico de Masson, entre otras técnicas. Como norma general, con el fin de
realizar una evaluacion histopatoldgica adecuada, se excluian las biopsias hepaticas
que mostraban menos de 10 espacios porta completos. Las biopsias hepaticas se
valoraron por un Unico patodlogo experto en histopatologia hepatica, el cual realiz6
el diagnostico histopatologico teniendo en cuenta la clasificacion de Brunt y cols.
(60). Se establecieron 3 categorias de diagndstico histopatolégico: ESNA, EHNA
e higado histolégicamente normal (HN). Ademas, el patologo puntud el grado de
esteatosis (0-3), de inflamacion lobulillar (0-3), de balonizacion hepatocelular (0-
2) asi como el estadio de fibrosis (0-4) segun el sistema de puntuacion histologica
de Kleiner y cols. (61). Estas variables cuantitativas se recogieron en cada biopsia
hepatica y la suma de la puntuacion del grado de esteatosis, de inflamacion
lobulillar y de balonizaciéon configur6 una puntuacion, el indice de actividad

histologica de la EHGNA (en inglés, NAS score) (61,62).

- Algoritmos matematicos de esteatosis hepatica: Se calcularon los valores de los

algoritmos FLI (68) y HSI (69) utilizando calculadoras disponibles en internet.

- Algoritmos matematicos de fibrosis hepatica: Se calcularon los valores de los
algoritmos FIB-4 (76), NFS (78) y HFS (79) utilizando calculadoras disponibles en

internet.

3.2.2. Estudio longitudinal
Entre enero de 2017 y mayo de 2019 se contactdé con todos los pacientes
diagnosticados de EHGNA en el estudio transversal para revisarlos en la consulta. En ella,

se les realiz6 una analitica en ayunas similar a la realizada en el estudio transversal, se
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tomaron sus medidas antropométricas y se registraron factores de riesgo cardiovascular,
medicacion cronica y eventos clinicos ocurridos desde el momento de la realizacion de la
biopsia hepatica. Los datos clinicos de los pacientes incluidos en el estudio transversal que
tenian un diagnostico de higado histologicamente normal se obtuvieron mediante la historia
clinica electronica de la Comunidad de Madrid a través de la plataforma HORUS.

En el estudio longitudinal se definieron las siguientes variables de estudio:

Factores de riesgo cardiovascular: HTA, DM2 o dislipemia.

- Patologia tiroidea.

- Cardiopatia isquémica: Angina o infarto de miocardio.

- Neoplasia: Tipo, estadio clinico y fecha de diagnostico.

- Accidente cerebrovascular: Isquémico o hemorragico

- Polipos de colon.

- Enfermedad renal cronica.

- Sindrome de apnea/hiponea obstructiva del suefio.

- Cirrosis hepatica y sus complicaciones.

- Indicacion de trasplante hepatico.

- Vasculopatia periférica.

- Mortalidad y causa de muerte.

- Otras comorbilidades: ingresos, cirugias, etc.
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3.3. Métodos
3.3.1. Calculo del tamafio muestral

Teniendo en cuenta los datos epidemioldgicos publicados sobre la prevalencia de
la EHGNA en la poblacion general (25%) (14) y en la poblacion con colelitiasis (55-60%)
(102,103), estimamos que la frecuencia de este hallazgo oscilaria alrededor del 50% en
nuestra poblacion de estudio. Para obtener resultados estadisticos con un nivel de confianza
del 95% (riesgo alfa de 0,05) y un margen de error del 5% (riesgo beta de 0,05), en un
contraste unilateral y estimando una tasa de pérdidas de datos del 10%, se calcul6 que se
precisaba analizar una cohorte de 143 sujetos (calculadora de tamafio muestral GRANMO,
version 7.12. http://www.imim.es/ofertadeserveis/software-public/granmo/), por lo que
consideramos que el tamafio de la poblacion de estudio de esta Tesis Doctoral (242
pacientes con colelitiasis) es Optimo para llevar a cabo un andlisis con herramientas
estadisticas robustas.
3.3.2. Analisis estadistico

Las variables nominales se muestran como frecuencia absoluta (n) y porcentajes
(%) y las variables cuantitativas como media y desviacion estandar (DE). Para la
comparacion entre grupos de las variables nominales (HN, ESNA y EHNA) se utiliz6 la
prueba de %2 y, en su defecto, la prueba exacta de Fisher. En el caso de las variables
cuantitativas, para la comparacion entre dos grupos se utilizé la t de Student y, en su
defecto, la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, y para la comparacion entre mas de
dos grupos se utilizo un ANOVA de un factor y posteriormente analisis post hoc con Tukey

o, en su defecto, Games-Howell, en los casos en que no se pudieron asumir varianzas
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iguales. Para llevar a cabo la comparacion longitudinal en los dos momentos del estudio de
las variables cuantitativas por grupos se emple6 la prueba T para muestras relacionadas.
Para los analisis de factores de riesgo se construyeron modelos de regresion logistica
univariante y multivariante, para lo que se estim¢ la Odds Ratio (OR), asi como el intervalo
de confianza al 95% (IC 95%), de cada una de las variables independientes analizadas. Las
variables independientes que alcanzaron significacion estadistica (aquellas con un valor de
p inferior a 0,05) fueron obtenidas utilizando el método de introduccion por pasos (LR).
Para el disefio de los nuevos algoritmos de diagndstico no invasivo combinamos las
variables independientes seleccionadas en los analisis de factores de riesgo con la formula
matematica obtenida en sus respectivos modelos de regresion logistica, transformando los
valores de escala logit a valores de probabilidad. Para determinar la eficacia diagnostica de
estos nuevos algoritmos, asi como de cada uno de los algoritmos matematicos utilizados
en el estudio transversal, se calculo su sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) mediante el disefio de curvas ROC (del
inglés, Receiver Operating Characteristic) frente al patron de referencia en el diagnostico,
la biopsia hepatica. Finalmente, se registraron tanto la incidencia de comorbilidades como
la tasa de mortalidad a lo largo del estudio en los distintos grupos, lo que se muestra de
manera descriptiva. El andlisis estadistico se llevé a cabo empleando el programa

informatico IBM SPSS 26.0.
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4.1. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio transversal.

Un total de 266 pacientes con colelitiasis se reclutaron desde 2007 hasta 2014 como
se detalla en la Figura 5. De ellos, 24 pacientes fueron excluidos del estudio por diferentes
motivos: 8 pacientes presentaron signos analiticos o histoldgicos de hepatopatia no
conocida hasta el momento, como colestasis o hepatitis autoinmune; 6 pacientes
rechazaron firmar el consentimiento informado; 3 presentaban un consumo significativo
de alcohol >20gr/dia; 3 pacientes eran seropositivos para el VHC; 2 pacientes tenian
parametros bioquimicos de sobrecarga férrica y 2 pacientes habian estado en tratamiento
con farmacos hepatotoxicos como tamoxifeno y metotrexate. Por lo tanto, 242 pacientes
con colelitiasis se incluyeron finalmente en el estudio y se les realiz6é una biopsia hepatica
durante la colecistectomia laparoscopica programada. Ninguno de ellos presentod
complicaciones significativas relacionadas con la realizacion de la biopsia. Posteriormente,
esta cohorte de pacientes fue objeto de revision entre enero de 2017 y mayo de 2019,
teniendo cada paciente una consulta de revision después de un periodo superior a los 5

anos.

60



Resultados

—

266 paciente con colelitiasis reclutados I 8 presentaron una hepatopatia.

6 rechazaron firmar el consentimiento.

3 consumian alcohol.

3 con Ac anti VHC positivos.

v 2 con sobrecarga férrica.

| 2 antecedentes de farmacos hepatotoéxicos.

24 Excluidos | —

242 cumplian criterios de inclusion

—

v

| 242 pacientes con biopsia hepatica |

l l l

122 Higado normal | 96ESNA | | 24EHNA |

l

[ 10 2F2 |

Figura 5. Diagrama de flujo de los pacientes con colelitiasis estudiados.

Las caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas y analiticas de la
cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis se detallan en la Tabla 4 y las caracteristicas
histologicas de esta cohorte (n=242) se detallan en la Tabla 5. La edad media de los
pacientes fue de 48,8 afios, la mayoria eran mujeres (75,6%) y la raza predominante fue la
caucasica (67,4%). El 32,6% de los individuos presentaba obesidad (IMC>30kg/m?), el
7,4% estaba diagnosticado de DM2, el 22,7% presentaba HTA y el 62,4% tenia dislipemia
(definida como TG >150mg/dl y/o HDL<40 mg/dl en hombres o HDL <50mg/dl en

mujeres). El 26,4% de la cohorte (n=64) ademas cumplia criterios de SMet.
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Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion de estudio (n=242).

Caracteristicas

Poblacion de estudio

Edad (afios)
Mujeres/Hombres, n (%)
Raza

48,8 £13,8

183 (75.,6)/59 (24,4)

Caucasica, n (%) 163 (67,4)
Latinoamericana, n (%) 66 (27,3)
Africana, n (%) 4 (1,7)
Otras, n (%) 9@3,7)
IMC (kg/m?) > 30, n (%) 79 (32,6)
Perimetro de cintura (cm) 96,9+ 11,6
Perimetro de cadera (cm) 106,3 £ 11,1
Hipertension arterial, n (%) 55(22,7)
Diabetes mellitus tipo 2, n (%) 18 (7,4)
Dislipemia, n (%) 151 (62,4)
Sindrome metabdlico, n (%) 64 (26,4)
Glucosa (mg/dL) 96,8 17
Insulina (pU/L) 92+54
fndice HOMA 23+1,6
Triglicéridos (mg/dL) 123,8 £57,7
Colesterol total (mg/dL) 198,7 + 38,2
Colesterol HDL (mg/dL) 489 +11,3
GOT (IU/L) 193+7,1
GPT (IU/L) 223+152
y-GT (IU/L) 38,8+ 4,1
FA (IU/L) 72,5+ 26,6
Ferritina (ng/mL) 80,7 + 66,6
Albtimina (mg/dL) 45+04
Plaquetas (10%/uL) 2533+ 67,2

IMC, indice de masa corporal; GOT, transaminasa glutamico-oxalacética; GPT, transaminasa
glutdmico-piravica; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa; FA, fosfatasa alcalina.

La mayoria de los pacientes con signos histologicos de ESNA en la biopsia hepatica
presentaron una esteatosis leve o de grado 1 (69,8%) y no tenian fibrosis hepatica
significativa (FO-F1: 97,9%). En cambio, la mayoria de los pacientes con EHNA mostraron

un grado moderado o severo de esteatosis (grado 2-3: 66,7%). Un aspecto a destacar es que
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el 29,2% de los pacientes con EHNA presentaron fibrosis hepatica significativa (F2-F3),

aunque ninguno de ellos mostr6 signos histologicos de cirrosis hepatica (F4).

Tabla 5. Caracteristicas histologicas de la poblacion de estudio (n=242).

HN (n=122) ESNA (n=96) EHNA (n=24) Valor de p
Esteatosis <0,001
Grado 0 122 (100,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Grado 1 0 (0,0%) 67 (69,8%) 8 (33,3%)
Grado 2 0 (0,0%) 20 (20,8%) 9 (37,5%)
Grado 3 0 (0,0%) 9 (9,4%) 7 (29,2%)
Inflamacion <0,001
Grado 0 118 (96,7%) 82 (84,4%) 0 (0,0%)
Grado 1 4 (3,3%) 14 (14,6%) 21 (87,5%)
Grado 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 3(12,5%)
Balonizacion <0,001
Grado 0 122 (100,0%) 96 (100,0%) 0 (0,0%)
Grado 1 0 (0,0%) 0 (0,0%) 22 (91,7%)
Grado 2 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (8,3%)
Fibrosis <0,001
FO 121 (99,2%) 75 (78,1%) 5(20,8%)
F1 1 (0,8%) 19 (19,8%) 12 (50,0%)
F2 0 (0,0%) 2 (2,1%) 3(12,5%)
F3 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (16,7%)
F4 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)

HN, higado normal; ESNA, esteatosis simple no alcoholica; EHNA, esteatohepatitis no alcoholica.

Las caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas y analiticas de la
poblacion de estudio estratificada por diagnostico histologico se detallan en la Tabla 6.
Cabe destacar que no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
distribucion etaria y racial de los pacientes con EHGNA vy la de los pacientes con HN. En

cambio, en la poblacion de pacientes con EHGNA hubo una mayor frecuencia de hombres
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(p<0,001) asi como de obesidad (p<0,05) y de SMet (p<0,001) con respecto a la observada

en los pacientes con HN.

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacion de estudio segun diagndstico histologico

(n=242).

Caracteristicas HN EHGNA Valor de p
Frecuencia, n (%) 122 (50,4) 120 (49,6) NA
Edad (afios) 46,9 + 13,7 50,8 + 13,4 0,060
Mujeres/Hombres, n (%) 104 (42,9)/18 (14,8) 79 (32,6)/41 (34,2) <0,001
Raza 0,399

Caucasica, n (%) 86 (70,5) 77 (64,2)

Latinoamericana, n (%) 28 (23) 38 (31,7)

Africana, n (%) 3(2,5) 1(0,8)

Otras, n (%) 4(3,3) 4(3,3)
IMC (kg/m?) > 30, n (%) 31(25,4) 48 (40) 0,016
Perimetro de cintura (cm) 92,4 +11,1 101,4 + 10,1 <0,001
Perimetro de cadera (cm) 103,4+10,9 109,3 £ 10,5 <0,001
Hipertension arterial, n (%) 22 (18) 33(27,5) 0,079
Diabetes mellitus tipo 2, n (%) 6 (4,9) 12 (10) 0,132
Dislipemia, n (%) 76 (62.,3) 75 (62,5) 0,974
Sindrome metabolico, n (%) 18 (14,8) 46 (38,3) <0,001
Glucosa (mg/dL) 93,7+ 16,6 100,0 + 16,9 0,004
Insulina (LU/L) 7,9+5,1 10,5+5,4 <0,001
Indice HOMA 1,9+1,4 2,6+1,7 <0,001
Triglicéridos (mg/dL) 111,7 +56,4 136,0 + 56,7 <0,001
Colesterol total (mg/dL) 193,4 +35,8 204,4 +39,9 0,029
Colesterol HDL (mg/dL) 494+112 483+11,5 0,464
GOT (1IU/L) 17,6 £52 212+83 <0,001
GPT (IU/L) 17,3+ 8,4 27,3+ 18,6 <0,001
y-GT (IU/L) 30,8 +28,0 46,9 +49,7 0,002
FA (IU/L) 69,7 +22,3 75,4 +30,1 0,098
Ferritina (ng/mL) 54,5+ 483 100,6 + 72,1 0,002
Albumina (mg/dL) 4,5 (0,4) 4,4 (0,4) 0,082
Plaquetas (103/pL) 250,5 (70,8) 256,1 (63,6) 0,516

HN, higado normal; EHGNA, enfermedad hepatica grasa no alcohdlica; IMC, indice de masa corporal;
GOT, transaminasa glutamico-oxalacética; GPT, transaminasa glutdmico-piruvica; y-GT, gamma
glutamiltranspeptidasa; FA, fosfatasa alcalina.

Ademas, las concentraciones séricas de TG, de GOT y de GPT, asi como la de

insulina plasmatica y los valores del indice HOMA, fueron significativamente mas
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elevados (p<0,001 para todas) en los pacientes con EHGNA que en aquellos con HN, al
igual que las concentraciones séricas de glucosa, de colesterol total, de GGT y de ferritina

(p<0,05 para todas).

4.1.1. Prevalencia de la EHGNA vy de sus formas histoldgicas.

Tal como se muestra graficamente en la Figura 6, un total de 120 pacientes con
colelitiasis, el 49,6% de la cohorte estudiada, presentaron evidencia histoldgica de
EHGNA, incluyendo ESNA (96 de 242, 39,7%) y EHNA (24 de 242, 9,9%), mientras que
los restantes 122 pacientes con colelitiasis (50,4% de la cohorte estudiada) mostraron un

higado sin lesiones histologicas significativas.

Higado normal

ESNA
M EHNA

Figura 6. Prevalencia de las diferentes formas histologicas identificadas en la poblacion de
estudio (n=242).
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Las caracteristicas diferenciales entre los pacientes con ESNA y con EHNA se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Caracteristicas de los pacientes con colelitiasis y EHGNA seguin diagnostico
histoldégico (n = 120).

Caracteristicas ESNA EHNA Valor de p
Frecuencia, n (%) 96 (80) 24 (20) NA
Edad (aflos) 51,2+ 13,9 48,7+132 0,074
Mujeres/Hombres, n (%) 63 (52,5)/33 (27,5) 16 (13,3)/8 (6,6) 0,002
Raza 0,548

Caucésica, n (%) 63 (65,6) 14 (58.3)

Latinoamericana, n (%) 29 (30,2) 9 (37,5)

Otras, n (%) 4(4,2) 1(1,1)
IMC (kg/m?) > 30, n (%) 33 (34,4) 15 (62,5) 0,002
Perimetro de cintura (cm) 100,5 + 10,1 1052 +9,7 0,134
Perimetro de cadera (cm) 108,4+9,5 1128 + 13,7 0,178
Hipertension arterial, n (%) 26 (27,1) 7(29,2) 0,209
Diabetes mellitus tipo 2, n (%) 9 (9,4) 3 (12,5) 0,281
Dislipemia, n (%) 57 (59,4) 18 (75) 0,368
Sindrome metabolico, n (%) 32 (33,3) 14 (58,3) <0,001
Glucosa (mg/dL) 99,5+ 15,9 101,8 +20,7 0,883
Insulina (uWU/L) 9,7+428 13,6 £6,2 0,003
indice HOMA 24+14 3,5+2.4 0,004
Triglicéridos (mg/dL) 1342 +58,32 143,3 +50,1 0,762
Colesterol HDL (mg/dL) 492+11,9 448495 0,178
GOT (IU/L) 20,8 + 8,7 22.5+6,4 0,545
GPT (IU/L) 25,5+17,9 34,5+ 19,7 0,118
v-GT (IU/L) 483 +54.4 4124228 0,585
FA (IU/L) 72,8 +22.1 85,8 +50,4 0,077
Ferritina (ng/mL) 91,8+ 66,9 138,0 + 86,0 0,146
Albimina (mg/dL) 4,4+0,4 44+03 0,205
Plaquetas (10%/uL) 257,9 + 67,6 2492 + 44,5 0,691

ESNA, esteatosis simple no alcohdlica; EHNA, esteatohepatitis no alcoholica; IMC, indice de masa corporal;
GOT, transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT, transaminasa glutamico-pirtvica; y-GT, gamma
glutamiltranspeptidasa; FA, fosfatasa alcalina.

Como aspectos mas destacables, el porcentaje de pacientes obesos fue
significativamente mayor en los pacientes con EHNA que en aquellos con ESNA (62,5%

vs 34,4%; p=0,012) asi como la frecuencia de SMet (58,3% vs 33,3%; p<0,001). Ademas,
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las concentraciones plasmaticas de insulina y los valores del indice HOMA también fueron
significativamente mas elevados en los pacientes con EHNA que en aquellos con ESNA
(13,6+6,2 pU/L vs 9,7+4,8 nU/L, p=0,003; 3,5+2,4 pU/L vs 2,4+1,4 pU/L, p=0,004,

respectivamente).

4.1.2. Factores de riesgo de EHGNA y EHNA.

Con el fin de identificar los potenciales factores asociados con el riesgo de
desarrollar una EHGNA, en primer lugar, se llevd a cabo un analisis mediante regresion
logistica univariante en toda la poblacion de estudio (n=242), incluyendo las variables
independientes consideradas como clinicamente relevantes para el diagnéstico de EHGNA

(variable dependiente).

En segundo lugar, con aquellas variables que alcanzaron un valor de p<0,1 en el
analisis univariante, se realizo un analisis mediante regresion logistica multivariante. Por
ultimo, utilizando el método de introduccién por pasos (LR), se encontraron unicamente 2
variables independientes significativamente asociadas al diagndstico histologico de
EHGNA, el PCI (OR: 1,09; 95% de IC: 1,03-1,14; p=0,002) y la concentracion sérica de
ferritina (OR: 1,01; 95% de IC: 1,00-1,02; p=0,037). Estos resultados se muestran en la

Tabla 8.
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Tabla 8. Factores de riesgo asociados a la EHGNA en la poblacion de estudio

(n=242).

Analisis univariante Analisis multivariante
Variables independientes OR 95% IC Valor de p OR 95% IC Valor de p
Edad (afios) 1,02 [1,00-1,04] 0,029 1,09 [0,99-1,20] 0,075
Sexo (Mujer) 3,00 [1,62-5,61] 0,001 0,92 [0,8-10,86] 0,950
IMC (kg/m?) 1,12 [1,05-1,19] <0,001 0,87 [0,56-1,36] 0,555
Perimetro de cintura (cm) 1,08 [1,05-1,12] <0,001 1,09 [1,03-1,15] 0,002
Perimetro de cadera (cm) 1,06 [1,03-1,08] <0,001 0,99 [0,84-1,16] 0,861
Hipertension arterial 1,70 [0,90-3,20] 0,098 0,00 [0,00-0,00] 1,00
Diabetes mellitus tipo 2 2,15 [0,78-5,92] 0,129
Sindrome metabolico 3,59 [1,93-6,68] <0,001 0,31 [0,02-4,18] 0,381
Glucosa (mg/dL) 1,03 [1,01-1,05] 0,002 0,98 [0,83-1,15] 0,782
Insulina 1,11 [1,05-1,18] < 0,001
Indice HOMA 1,46 [1,17-1,81] <0,001 0,15 [0,00-49,01] 0,520
Triglicéridos (mg/dL) 1,01 [1,00-1,01] 0,001 0,99 [0,98-1,01] 0,264
Colesterol-HDL (mg/dL) 0,99 [0,97-1,01] 0,462 2,40 [0,55-10,57] 0,245
GOT (UI/L) 1,09 [1,04-1,14] <0,001 1,24 [0,97-1,66] 0,079
GPT (IU/L) 1,07 [1,04-1,12] <0,001 0,94 [0,84-1,06] 0,319
y-GT (IU/L) 1,01 [1,00-1,02] 0,001 1,00 [0,96-1,04] 1,000
FA (UIL) 1,01 [0,99-1,02] 0,091 1,01 [0,98-1,04] 0,552
Ferritina (ng/mL) 1,01 [1,00-1,02] 0,001 1,01 [1,00-1,02] 0,037

EHGNA, enfermedad hepatica grasa no alcohodlica; OR, indice de probabilidad; IC, intervalo de confianza;
IMC, indice de masa corporal; GOT, transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT, transaminasa glutdmico-
piravica; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa.

Una vez obtenidos los resultados descritos, se llevo a cabo la misma metodologia
para identificar las variables independientes asociadas al diagnoéstico histologico de EHNA
(variable dependiente). De esta manera, en primer lugar, se realiz6 una regresion logistica
univariante incluyendo las variables clinicamente relevantes con el diagnostico de EHNA
en la cohorte de pacientes diagnosticados histolégicamente de EHGNA (n=120) y, en
segundo lugar, una regresion logistica multivariante con aquellas variables que alcanzaron
un valor de p<0,1 en el andlisis univariante. Estos resultados se muestran en la Tabla 9.
Mediante el método de introduccion por pasos (LR), se rescataron tres variables

independientes, el IMC (OR: 1,16; 95% IC: 1,04-1,30; p=0,010), la concentracion sérica
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de GPT (OR: 1,02; 95% de IC:1,00-1,05; p=0,040) y la concentraciéon plasmatica de
insulina (OR: 1,10; 95% de IC: 1,00-1,20; p=0,041) que mostraron una asociacion

estadisticamente significativa con el diagnostico histologico de EHNA.

Tabla 9. Factores de riesgo asociados a la EHNA en la cohorte de pacientes con
EHGNA (n=120).

Analisis univariante Analisis multivariante

Variables independientes OR 95% IC P valor OR 95% IC P valor
Edad (afios) 0,99 [0,96-1,02] 0,473

Sexo (Mujer) 0,95 [0,37-2,46] 0,923

IMC (kg/m?) 1,15 [1,04-1,27] 0,006 1,16 [1,04-1,30] 0,010
Perimetro de cintura (cm) 1,05 [1,00-1,10] 0,042 1,84 [0,55-6,11] 0,319
Perimetro de cadera (cm) 1,04 [1,00-1,08] 0,077 0,97 [0,89-1,06] 0,540
Hipertension arterial 1,11 [0,41-2,98] 0,838

Diabetes mellitus tipo 2 1,38 [0,34-5,55] 0,656

Sindrome metabolico 2,80 [1,12-6,99] 0,028 2,14 [0,64-7,13] 0,216
Glucosa (mg/dL) 1,01 [0,98-1,03] 0,570

Insulina (TU/L) 1,13 [1,04-1,23] 1,10 [1,00-1,20] 0,041
Indice HOMA 1,45 [1,08-1,95] 0,006 1,13 [0,50-2,54] 0,766
Triglicéridos (mg/dL) 1,00 [0,99-1,01] 0,489

Colesterol-HDL (mg/dL) 0,96 [0,92-1,01] 0,080 1,00 [0,95-1,06] 0,853
GOT (IU/L) 1,02 [0,98-1,07] 0,389

GPT (IU/L) 1,02 [1,02-1,05] 0,040 1,25 [1,00-1,05] 0,040
GGT (IU/L) 0,99 [0,98-1,01] 0,449

FA (UIL) 1,01 [0,99-1,03] 0,076 1,02 [0,98-1,05] 0,522
Ferritina (ng/mL) 1,01 [0,99-1,01] 0,111

EHGNA, enfermedad hepatica grasa no alcoholica; EHNA, esteatohepatitis no alcohoélica; OR, indice de
probabilidad; IC, intervalo de confianza; IMC, indice de masa corporal; GOT, transaminasa glutamico-
oxalacética; GPT, transaminasa glutamico-piravica; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa.

4.1.3. Nuevos algoritmos para el diagnostico no invasivo de EHGNA y EHNA.

Con el fin de predecir de manera no invasiva el diagnostico histologico de EHGNA,
basandonos en la formula matematica obtenida en el modelo de regresion logistica y
combinando las dos variables independientes significativamente asociadas a la variable
dependiente EHGNA, se gener6 el algoritmo CINFER (CIN, perimetro de CINtura en cm

+ FER, concentracion sérica de FERritina en ng/mL). Tal como se muestra en la Figura 7,
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con el objetivo de evaluar la precision de dicho algoritmo se calcul6 el area bajo la curva
ROC (AUROC) (del inglés, Area Under Receiver Operating Characteristic), analizando
solamente aquellos pacientes a los que se les habia determinado la concentracion sérica de
ferritina (n=74). Se obtuvo un AUROC de 0,82 (95% de IC: 0,74-0,95; p<0,001) con una
S del 90%, una E del 66%, un VPP del 78% y un VPN del 84%, lo que reveld un
rendimiento global bueno del algoritmo CINFER para el diagnéstico no invasivo de
EHGNA en pacientes con colelitiasis, estableciendo en 0,36 el valor de corte 6ptimo, segun

el indice de Youden, para obtener una méxima precision diagndstica.

CINFER
Curva ROC
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Figura 7. Precision del algoritmo CINFER para el diagnostico no invasivo de
EHGNA (n=74).
PCI, perimetro de cintura.
Posteriormente, se analizaron intervalos de 0,1 unidades de los valores del

algoritmo CINFER para confirmar este resultado (Tabla 10), de tal manera que un valor

de CINFER < 0,30 seria ttil para descartar el diagnostico de EHGNA con un VPN del 89%
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mientras que un valor de CINFER >0,40 resultaria de utilidad para diagnosticarla con un

VPP del 79%.

Tabla 10. Precision del algoritmo CINFER para el diagnostico no invasivo de
EHGNA (n=74).

Valor de corte CC % N % S E VPP VPN
>0,10 59 56,7 1,00 0,06 0,58 1,00
>0,20 66 55,4 0,98 0,25 0,63 0,89
>0,30 74 51,3 0,90 0,53 0,72 0,81
>0,40 78 48,6 0,86 0,69 0,78 0,79
>0,50 77 45,9 0,81 0,72 0,79 0,74
> 0,60 76 41,8 0,74 0,78 0,82 0,69
>0,70 68 31,0 0,55 0,84 0,82 0,59
>0,80 62 22,9 0,53 0,45 0,49 0,49
>0,90 51 18,8 0,19 0,94 0,80 0,47

CC %, porcentaje de pacientes correctamente clasificados; N %, porcentaje de pacientes con el valor de corte
referido; S, sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo.

Ademas, con el fin de predecir de manera no invasiva el diagnostico histologico de
EHNA, basandonos en la formula matematica obtenida en el modelo de regresion logistica
y combinando las tres variables independientes significativamente asociadas a la variable
dependiente EHNA, se generd el algoritmo INTRIN (IN, INdice de masa corporal en
kg/m?; TR, TRansaminasa glutdmico-pirtvica en U/L; IN, INsulina plasmatica en pU/L).
Tal como se muestra en la Figura 8, con el objetivo de evaluar la precision de dicho
algoritmo se calcul6 el AUROC, incluyendo la poblacion completa de pacientes con
diagndstico histologico de EHGNA (n=120), que fue de 0,76 (95% de IC: 0,65-0,87;
p<0,001) con una S del 67% y una E del 78%, con un VPP del 43% y un VPN del 90%, lo
que revela un rendimiento global aceptable del algoritmo INTRIN para el diagndstico no
invasivo de EHNA en pacientes con colelitiasis, estableciendo en 0,25 el valor de corte

optimo, segun el indice de Youden, para obtener una maxima precision diagnostica.
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Figura 8. Precision del algoritmo INTRIN para el diagnéstico no invasivo de EHNA
(n=120). IMC, indice de masa corporal; GPT, transaminasa glutdmico-piravica.

Posteriormente, analizamos intervalos de 0,1 unidades de los valores del algoritmo
INTRIN para confirmar este resultado (Tabla 11), de tal manera que un valor de INTRIN
< 0,20 se podria utilizar para descartar el diagnéstico de EHNA con un VPN del 93%

mientras que un valor de INTRIN > 0,40 seria util para diagnosticarla con un VPP del 62%.

Tabla 11. Precision del algoritmo INTRIN para el diagnéstico no invasivo de EHNA

(n=120).

Valor de corte CC% N % S E VPP VPN
>0,10 53 17,5 0,88 0,44 0,28 0,93
>0,20 67 14,6 0,71 0,66 0,34 0,90
>0,30 76 10,0 0,50 0,82 0,41 0,87
> 0,40 83 6,6 0,33 0,95 0,62 0,85
> 0,50 82 3,3 0,17 0,98 0,67 0,82
> 0,60 82 2,5 0,13 0,99 0,75 0,82
>0,70 81 1,6 0,08 0,99 0,67 0,81
> 0,80 80 0,8 0,04 0,99 0,50 0,81
>0,90 81 0,8 0,04 1,00 1,00 0,81

CC %, porcentaje de pacientes correctamente clasificados; N %, porcentaje de pacientes con el valor de corte
referido; S, sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo.
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4.1.4. Precision de otros algoritmos para el diagnostico no invasivo de EHGNA y de

fibrosis hepatica.

Con el objetivo de conocer la precision diagnostica de los algoritmos FLI y HSI

para el diagnostico no invasivo de EHGNA, ya validados previamente en la poblacion

general y en pacientes con hepatopatias cronicas (68,69), se analizaron mediante curvas

ROC la S y E, asi como el VPN y el VPN de cada uno de ellos en la poblacion completa

de estudio (n=242). Un total de 125 pacientes (51,6%) fueron correctamente

diagnosticados con el algoritmo FLI, de los cuales 78 (62,4%) presentaban EHGNA. En lo

que se refiere al algoritmo HSI, 105 pacientes (43,4%) fueron correctamente clasificados,

de los cuales 95 (90,5%) tenian EHGNA (Tabla 12).
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Figura 9. Precision de otros algoritmos para el diagnoéstico no invasivo de EHGNA (n=242).
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Como se muestra en la Figura 9, la precision de ambos algoritmos para el
diagndstico no invasivo de EHGNA, segun los valores obtenidos del AUROC, fue regular
tanto para el FLI (0,74) como para el HSI (0,70). Los porcentajes de S y E, asi como el
valor VPP y el VPN de ambos algoritmos fueron igualmente regulares.

A continuacion, se comparo la precision diagnéstica de los algoritmos FLI y HSI
para el diagnostico no invasivo de EHGNA en nuestra cohorte de pacientes con colelitiasis
con la del nuevo algoritmo CINFER, descrito por primera vez en esta Tesis Doctoral. Los
resultados se detallan en la Tabla 12. Hay que destacar que el algoritmo CINFER
diagnostico correctamente al 70,3% de los pacientes a los que se les determind, ya fueran
pacientes con HN (32,7%) o con EHGNA confirmada mediante biopsia hepatica (67,3%).
La comparacion de los 3 algoritmos puso de manifiesto un mejor rendimiento del CINFER
para el diagnostico no invasivo de la EHGNA en nuestra poblacion de estudio, siendo

especialmente destacable la mayor S del algoritmo CINFER para discriminar una EHGNA.

Tabla 12. Eficacia de distintos algoritmos para el diagnostico no invasivo EHGNA

FLI HSI CINFER

(n=242) (n=242) (n=74)
Valor de corte >60 >36 >0,40
CCn 125 105 52
CC% 51,6 43 .4 70,3
CC HN 47 10 17
CC EHGNA 78 95 35
S 74 70 90
E 61 54 66
VPP 65 60 78
VPN 70 65 84
AUROC 0,74 0,70 0,82

FLI, fatty liver index; HSI, hepatic steatosis index; CC, correctamente clasificados; HN, higado normal;
EHGNA, enfermedad hepatica grasa no alcohodlica; S, sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor predictivo
positivo; VPN, valor predictivo negativo; AUROC, area bajo la curva ROC.
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Por otro lado, se analiz6 el rendimiento diagnostico de los distintos algoritmos de
fibrosis (FIB-4, HFS y HFS), los cuales tienen puntos de corte validados para predecir la
ausencia o presencia de fibrosis hepatica avanzada en pacientes con hepatopatias cronicas
(76,78,79). Con este objetivo, se analiz6 el AUROC para determinar la S y E, asi como el
VPP y el VPN de cada uno de los algoritmos de fibrosis mencionados. Los resultados de

los tres algoritmos se detallan en la Tabla 13.

Tabla 13. Eficacia de distintos de algoritmos para el diagnostico no invasivo de
fibrosis hepatica (n=242)

FIB-4 NFS HFS
Punto de corte >2.67 >(0.675 >0.47
CCn 194 171 212
CC% 72.65 64.04 79.40
CC Fo0-F1 194 171 212
CCF2-F4 0 0 0
S 40 40 50
E 47 43 50
VPP 3 3 4
VPN 95 94 96
AUROC 0.44 0.39 0.49

NFS, NAFLD fibrosis score; CC, correctamente clasificados; S, sensibilidad; E, especificidad; VPP, valor
predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; AUROC, area bajo la curva ROC.

Un total de 194 pacientes (72,6%) fueron correctamente clasificados con FIB-4,
171 (60,0%) con NFS y 212 (79,4%) con HFS, todos ellos sin fibrosis significativa (FO-
F1). Ninguno de los pacientes con fibrosis significativa (> F2) fue correctamente
categorizado con estos algoritmos. Los 3 tienen un VPN elevado, lo que les convierte en
algoritmos con alta S para descartar fibrosis significativa, pero con baja E para predecir

fibrosis significativa. Todos ellos obtuvieron un AUROC inferior a 0,5 (Figura 10).
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Figura 10. Curvas ROC de los algoritmos de fibrosis hepatica en la poblacion de estudio
(n=242).

4.2. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio longitudinal.

Las caracteristicas demograficas, antropométricas, clinicas y analiticas de la
cohorte de pacientes analizadas en el estudio longitudinal se detallan en la Tabla 14. No
se pudo obtener datos del seguimiento de 37 pacientes (15,3%) de los 242 incluidos en el
estudio. Cinco de estos pacientes fallecieron durante el seguimiento y de los otros 32
pacientes a los que no se les pudo realizar el seguimiento clinico, 18 tenian un HN en el
estudio basal, 10 tenian ESNA y 4 tenian EHNA en la biopsia hepatica inicial. El motivo
de la pérdida del seguimiento fue el desplazamiento del paciente a otra comunidad
auténoma en la mayoria de los casos (84,3%), y en los casos restantes se debi6 a la negativa

expresa del paciente o a causas desconocidas.
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Tabla 14. Caracteristicas de la cohorte analizada en el estudio longitudinal (n=205).

Caracteristicas Poblacion de estudio
Seguimiento, meses 88+24
Edad (afios) 56,2+ 14,2
Mujeres/Hombres, n (%) 154 (75,1) /51 (24,9)
IMC (kg/m?) > 30, n (%) 64 (42,7)
Perimetro de cintura (cm) 100,3 £12,1
Perimetro de cadera (cm) 107,7 £ 10
Hipertension arterial, n (%) 78 (38)
Diabetes mellitus tipo 2, n (%) 28 (13,7)
Dislipemia, n (%) 125 (61)
Sindrome metabolico, n (%) 65 (31,7)
Glucosa (mg/dL) 99,2+24,1
Insulina (nU/L) 12,4+46,5
fndice HOMA 3,342,0
Triglicéridos (mg/dL) 128,4 £75,5
Colesterol total (mg/dL) 198,9 + 40,2
Colesterol HDL (mg/dL) 53,5+12,7
GOT (IU/L) 22,5+159
GPT (IU/L) 24,6 +18,1
v-GT (IU/L) 37,6+ 45
FA (IU/L) 77,0 £24,1
Ferritina (ng/mL) 96,5+ 89,2
Albumina (mg/dL) 42+0,3
Plaquetas (103/pL) 2498 + 64,5

IMC, indice de masa corporal; GOT, transaminasa glutdmico-oxalacética; GPT, transaminasa glutdmico-
piravica; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa; FA, fosfatasa alcalina.

De los 205 pacientes incluidos en el estudio longitudinal, 86 (41.9%) tenian signos
histologicos de ESNA y 20 (9,7%) tenian una EHNA en la biopsia hepatica inicial, y los
restantes 104 (50,7%) tenian un higado histologicamente normal. Como se muestra en la
Tabla 15, tras un seguimiento medio de 88 meses, los pacientes con ESNA presentaron un
IMC significativamente mas elevado que al inicio del estudio, asi como las concentraciones
séricas de glucosa, de insulina y de colesterol-HDL y los valores del indice HOMA se

vieron igualmente aumentados. Por el contrario, la albimina sérica y el recuento de
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plaquetas disminuyeron significativamente con respecto a los valores detectados al inicio

del estudio.

Tabla 15. Evolucion de las caracteristicas de los pacientes con ESNA (n=86).

Variables Basal Seguimiento  Valor de p
Edad (afios) 51,4+ 14,4 58,3+ 14,5 <0,001
IMC (kg/m?) 28,9+43 30,0+ 4,9 0,001
PCI (cm) 100,2 £ 10,8 99,5 +12,7 0,473
PCA (cm) 108,1 £9,8 107,1 £ 10,4 0,249
Glucosa (mg/dL) 99,0+ 15,9 105,4 +23.4 0,002
Insulina (pU/L) 9,4+4,8 11,8+6,7 0,007
Indice HOMA 23+13 32+22 0,004
Triglicéridos (mg/dL) 132,5+ 54,5 143,4 + 98,0 0,291
Colesterol total (mg/dL) 204,3 £ 41 200,1 +43,8 0,279
Colesterol HDL (mg/dL) 485+ 11,4 51,3+12,0 0,006
GOT (UI/L) 20,6 £ 8,6 23,4+214 0,233
GPT (UI/L) 249+ 174 26,1 +184 0,543
v-GT (UI/L) 49,7 £ 58,0 46,4 + 55,8 0,480
FA (UI/L) 71,9+21,5 75,6 £233 0,112
Ferritina (ng/mL) 91,7 + 68,8 103,0 £+ 60,8 0,252
Albumina (mg/dL) 44+04 42 +0,3 <0,001
Plaquetas (103/uL) 2572+ 65,7 241,8 + 55,0 0,002

ESNA, esteatsosis simple no alcohdlica; IMC, indice de masa corporal; GOT, transaminasa glutdmico-
oxalacética; GPT, transaminasa glutamico-piravica; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa FA, fosfatasa

alcalina.

Por otro lado, la evolucion de las caracteristicas antropométricas y analiticas de los

pacientes con EHNA se muestra en la Tabla 16. A excepcion de las concentraciones séricas

de colesterol-HDL y de GGT, que aumentaron y disminuyeron respectivamente de manera

significativa con respecto a los valores basales, no se observaron diferencias significativas

en el resto de los parametros clinicos evaluados en los pacientes con EHNA en la biopsia

hepatica basal.
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Tabla 16. Evolucion de las caracteristicas en los pacientes con EHNA (n=20).

Variables Basal Seguimiento Valor de p
Edad (afios) 48,5+ 13,5 55,4+ 132 <0,001
IMC (kg/m?) 30,6 + 3,0 30,7 +3,.2 0,694
PCI (cm) 103,5+7,7 103,1+9.,6 0,791
PCA (cm) 111,2+11,3 109,3 + 8,6 0,139
Glucosa (mg/dL) 103,6 22,2 106,3+35,4 0,665
Insulina (uU/L) 13,6+ 6,8 142+54 0,802
Indice HOMA 3,7+2,9 3,5+1,3 0,822
Triglicéridos (mg/dL) 148,6 + 48,6 137,6 £ 59,9 0,351
Colesterol total (mg/dL) 200,0 + 39,9 195,2 +39,9 0,547
Colesterol HDL (mg/dL) 43,2+83 48,7+ 8,5 <0,001
GOT (UI/L) 23,1+£6,6 26,2+ 13,2 0,284
GPT (UI/L) 36,7+ 20,8 37,0 £ 30,1 0,949
v-GT (UI/L) 40,6 + 16,8 32,6 11,5 0,043
FA (UI/L) 749+ 23,8 83,1 +£22.6 0,116
Albumina (mg/dL) 4,4+0,3 4,4+0,2 0,946
Plaquetas (103/uL) 250,2+449  231,5+£529 0,087

IMC, indice de masa corporal; GOT, transaminasa glutamico-oxalacética; GPT, transaminasa glutdmico-
piruvica; y-GT, gamma glutamiltranspeptidasa; FA, fosfatasa alcalina.

Finalmente, se evalué la incidencia de comorbilidades metabdlicas,
cardiovasculares, neoplésicas y otras frecuentemente asociadas a la EHGNA, asi como la
tasa de mortalidad en la cohorte de pacientes con colelitiasis, estratificada segun las
diferentes formas histologicas de EHGNA observadas en la biopsia hepatica inicial. Como
se ha explicado previamente, por diversos motivos no se pudo obtener informaciéon del
seguimiento clinico de 37 pacientes incluidos en el estudio basal, por lo que finalmente se
obtuvieron y analizaron los datos completos al final del seguimiento de una poblacion de
205 pacientes con colelitiasis y biopsia hepatica inicial. Los resultados de este analisis se
muestran de una manera descriptiva en los siguientes apartados. Como se puede observar,

el namero de casos registrados de las diferentes comorbilidades estudiadas, al igual que el

numero de fallecimientos, fue muy bajo al final del seguimiento, lo que impidi6 realizar un
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analisis estadistico mediante curvas de regresion de Cox y de Kaplan-Meier para
determinar la incidencia acumulada de comorbilidades y la tasa de mortalidad,
respectivamente, en la poblacion de estudio.
4.2.1. Incidencia de comorbilidades metabdlicas

Tal como se muestra en la Tabla 17, 15 pacientes de la cohorte analizada
desarrollaron una DM2 al final del seguimiento, de los cuales 10 (66,6%) tenian signos
histologicos de EHGNA en la biopsia hepatica inicial (9 con ESNA y 1 con EHNA). Un
dato a tener en cuenta es que a la mayoria de estos pacientes (11 de 15, 73,3%) se les realiz6
el diagnostico de DM2 en los primeros cinco afos de seguimiento. Por otro lado, 33
pacientes de la poblacion de estudio fueron diagnosticados de HTA durante el seguimiento,
mas de la mitad (57,6%, 19 de 33) en los primeros 5 afios. De estos pacientes hipertensos,
15 (45,5%) tenian ESNA y 5 (15,2%) tenian EHNA en la biopsia hepatica inicial. Por
ultimo, 26 pacientes de la poblacion de estudio fueron diagnosticados durante el
seguimiento de dislipemia (definida como TG >150 mg/dl y/o colesterol-HDL<40 mg/dl
en hombres o colesterol-HDL<50 mg/dl en mujeres), més de la mitad (61,5%, 16 de 26)
en los primeros 5 afios. Un aspecto destacable es que de los 16 pacientes que desarrollaron
una dislipemia durante los primeros 5 afos de seguimiento, la mayoria (94%, 15 de 16)
tenian signos histologicos de EHGNA en la biopsia hepética inicial, concretamente 12

tenian ESNA y 3 tenian EHNA.
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Tabla 17. Incidencia de comorbilidades metabolicas durante el seguimiento
(88 £+ 24 meses).

DM2 HTA DL
Totales n 15 33 26
HN n, (%) 5334 13 (39,4) 11 (42,3)
ESNA n, (%) 9 (60) 15 (45,5) 12 (46,2)
EHNA n, (%) 1 (6,7) 55,1 3(11,5)

DM2, diabetes mellitus tipo2; HTA, hipertension arterial; DL, dislipemia; HN, higado normal; ESNA, esteatosis simple
no alcohodlica, EHNA, esteatohepatitis no alcoholica.

4.2.2. Incidencia de comorbilidades cardiovasculares.

En la Tabla 18 se muestran en detalle los casos de cardiopatia isquémica (CI) y
accidente cerebrovascular agudo (ACVA) que se registraron al final del periodo de
seguimiento de la poblacion de estudio. De los 4 pacientes que fueron diagnosticados de
CI, 3 de ellos tuvieron un infarto de miocardio y 1 un episodio de angina inestable. Hay
que destacar que 3 de estos pacientes fueron diagnosticados de CI en los primeros 5 afios
de seguimiento y tenian un diagnostico histologico de EHGNA inicialmente (1 con ESNA

y 2 con EHNA).

Tabla 18. Incidencia de comorbilidades cardiovasculares durante el seguimiento
(88 = 24 meses).

Cl ACVA
Totales n 4 5
HN n, (%) 1(25) 1 (20)
ESNA n, (%) 1(25) 3 (60)
EHNA n, (%) 2 (50) 1 (20)

CI, cardiopatia isquémica; ACV A, accidente cerebrovascular agudo; HN, higado normal; ESNA, esteatosis simple no
alcoholica, EHNA, esteatohepatitis no alcohdlica.
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Por otro lado, 5 pacientes tuvieron un ACVA isquémico durante el seguimiento, de
los cuales 4 tenian un diagnodstico histologico de EHGNA inicialmente (3 con ESNA y 1
con EHNA) y 3 ocurrieron en los primeros 5 afios de seguimiento.

4.2.3. Incidencia de comorbilidades neoplasicas.

De la cohorte analizada al final del seguimiento, 18 pacientes desarrollaron una
enfermedad neoplésica, de los cuales 4 casos fueron neoplasias de origen digestivo, 2 de
ellas de origen hepatico (1 hepatocarcinoma y 1 adenoma hepético) y 2 de origen
extrahepatico (1 adenocarcinoma gastrico y 1 adenocarcinoma intramucoso de vesicula
biliar). Los 14 casos restantes fueron neoplasias de origen extradigestivo, 10 de origen
ginecoldgico (6 adenocarcinomas de mama, 2 neoplasias de cérvix uterino y 2
adenocarcinomas de endometrio), 1 cancer microcitico de pulmoén, 1 linfoma no Hodgkin,
1 melanoma y 1 carcinoma in situ cutaneo. En la Tabla 19 se muestra la distribucion de
los casos registrados de neoplasias en funcion de las diferentes formas histologicas de

EHGNA en la biopsia hepética inicial.

Tabla 19. Incidencia de comorbilidades neoplasicas durante el seguimiento

(88 + 24 meses).

Neoplasias Neoplasias Otras

Hepéticas Digestivas  neoplasias
Total, n 2 2 14
HN, n (%) 0 (0) 1 (50) 8 (57,1)
ESNA, n (%) 2 (100) 0(0) 6(42,9)
EHNA, n (%) 0 (0) 1 (50) 0(0)

HN, higado normal; ESNA, esteatosis simple no alcoholica; EHNA, esteatohepatitis no alcohélica.
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4.2.4. Incidencia de otras comorbilidades.

Tal como se detalla en la Tabla 20, al final del periodo de seguimiento de la cohorte
de pacientes con colelitiasis analizada, se registraron 4 casos de ERC. Hay que destacar
que 3 de estos pacientes desarrollaron la ERC en los primeros 5 afios de seguimiento y
tenian un diagnostico histolégico de EHGNA inicialmente (2 con ESNA y 1 con EHNA).
Por otro lado, se registraron 9 pacientes con SAOS, todos en los primeros 5 afos de
seguimiento, 6 de los cuales tenian un diagnostico histologico de EHGNA en la biopsia
hepatica inicial (3 ESNA y 3 EHNA).

Tabla 20. Incidencia de otras comorbilidades durante el seguimiento
(88 + 24 meses).

ERC SAOS
Totales, n 4 9
HN, n (%) 1(25) 3(33,3)
ESNA, n (%) 2 (50) 3(33,3)
EHNA, n (%) 1(25) 3(33,3)

ERC, enfermedad renal cronica; SAOS, sindrome de apnea obstructiva del suefio; HN, higado normal; ESNA, esteatosis
simple no alcoholica; EHNA, esteatohepatitis no alcoholica.

4.2.5. Causas de mortalidad.

De los 210 pacientes incluidos en el estudio longitudinal, 5 pacientes (2,4%)
fallecieron tras un seguimiento de 88 = 24 meses desde la biopsia hepatica inicial. De las
5 muertes registradas, 4 de ellas se produjeron en pacientes con un diagnoéstico histoldgico
de EHGNA, mas concretamente de ESNA. No se pudo conocer de manera fehaciente la
fecha y la causa de la muerte de 2 de los 5 pacientes que fallecieron, mientras que los otros

3 pacientes fallecieron después del quinto afio de seguimiento y la muerte se produjo por
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causa oncoldgica, concretamente un adenocarcinoma géstrico, un colangiocarcinoma y un

carcinoma epidermoide pulmonar.
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5.1. Prevalencia y factores de riesgo de EHGNA y de EHNA en pacientes con
colelitiasis.

La EHGNA es la enfermedad hepética cronica mas frecuente en los paises
desarrollados, estimdndose una prevalencia media de un 25% en la poblacion general (7).
Segun estudios recientes, esta prevalencia aumenta en pacientes con colelitiasis mostrando
una prevalencia cercana al 50% (113), lo que coincide con los resultados obtenidos en
nuestro estudio en el que un 49,6% de la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis
tenian criterios histolégicos de EHGNA, incluyendo ESNA (96 de 242; 39,7%) y EHNA

(24 de 242; 9,9%).

Considerando que la colelitiasis y la EHGNA son trastornos frecuentes del aparato
digestivo que comparten varios factores de riesgo, como la obesidad y el SMet y que
frecuentemente coexisten (10), hay un interés creciente en conocer mejor las caracteristicas
epidemiologicas de los pacientes con colelitiasis y, en particular, si la colelitiasis per se
incrementa el riesgo de desarrollar EHGNA mas alla del riesgo inherente a la presencia de
alteraciones metabdlicas concomitantes. En este sentido, la asociacion entre colelitiasis y
EHGNA ha sido analizada en varios estudios observacionales en los que se evalud tanto la
frecuencia de EHGNA en pacientes con colelitiasis como, al contrario, la frecuencia de
colelitiasis en pacientes con EHGNA, gracias a los cudles se puede afirmar que la
coexistencia de ambos trastornos es mas que una mera coincidencia epidemiolédgica. En un
estudio de Koller y cols. (103) en el que incluyeron 482 pacientes con factores de riesgo
metabolico, evaluados mediante ecografia abdominal, demostraron que la presencia de

colelitiasis estaba asociada de manera independiente con el diagnostico de EHGNA
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(OR=1,77; IC 95% 1,15-2,73). En este mismo estudio, por otro lado, encontraron una
mayor prevalencia de colelitiasis en pacientes con criterios ecograficos compatibles con
EHGNA en comparacion con los pacientes con un higado ecograficamente normal (47%
frente a 26%, respectivamente; p<0,0001), concluyendo que la EHGNA se comporta como
un predictor independiente de colelitiasis. Loria y cols. (105), en un estudio observacional
de una cohorte de 161 pacientes con diagnostico ecografico de EHGNA, llegaron a
conclusiones similares al encontrar una mayor prevalencia de colelitiasis en la cohorte de
estudio que en la poblacion general. Por Glltimo, un meta-analisis que incluyd doce estudios
clinicos observacionales con un total de 79.629 pacientes analizados (113), demostré que
existia una asociacion estadisticamente significativa entre colelitiasis y EHGNA, con una
OR de 1,33 (IC al 95%, 1,14-1,55). Los autores concluyeron que estos resultados eran
convincentes a pesar de que existio una notable heterogeneidad entre los distintos estudios
analizados y que los factores metabolicos de confusion no pudieron excluirse por completo

en dicha asociacion.

Hay que tener en cuenta que muchos de los estudios anteriormente mencionados
incluyen en las cohortes de estudio tanto pacientes colecistectomizados como pacientes
con colelitiasis. Esto puede suponer un sesgo en la interpretacion de los resultados ya que
dos estudios clinicos recientes, llevados a cabo en poblaciones asidticas distintas,
encontraron que el riesgo de EHGNA fue significativamente mayor en pacientes
colecistectomizados que en pacientes con colelitiasis con la vesicula biliar in situ, después
de ajustar por factores de confusion (114,115), sugiriendo que la colecistectomia per se, y

no la colelitiasis, es un factor de riesgo para el desarrollo de EHGNA. En linea con esta
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hipétesis, un estudio observacional dirigido por Jaruvongvanich y cols. evalu6 el deposito
hepatico de grasa mediante RM abdominal, observando que 2 afios después de la
colecistectomia la cantidad de grasa en el higado era mayor en pacientes
colecistectomizados que en los no colecistectomizados, independientemente del peso
corporal de los pacientes (116). De igual manera, un amplio estudio llevado a cabo en la
poblacién norteamericana, dirigido por Ruhl y cols. (109), mostré claramente que la
colecistectomia, pero no la colelitiasis, estaba asociada con el diagnostico ecografico de
EHGNA. Aunque las razones de esta fuerte asociacion entre la EHGNA vy la
colecistectomia no estan del todo claras, la ausencia de vesicula biliar puede ser por si
mismo un factor de riesgo para el desarrollo de EHGNA debido a que la ausencia de
vesicula biliar altera significativamente la homeostasis de los 4acidos biliares produciendo
un incremento en la producciéon hepatica de TG y de VLDL (107,108). Apoyando esta
teoria, en nuestra cohorte de pacientes colecistectomizados observamos un incremento de
los niveles séricos de TG con el paso del tiempo, aunque este hallazgo no alcanzé

significacion estadistica.

No so6lo se ha hablado de la relacion existente entre colelitiasis y EHGNA, sino que
se ha planteado la hipdtesis de que la colelitiasis pueda favorecer la aparicion de formas
clinicas mas graves de EHGNA. Unicamente 3 estudios han reportado la prevalencia de
EHNA, diagnosticada por biopsia hepdtica, en pacientes con colelitiasis, con tasas que
varian ampliamente desde el 18% al 77% (102,104,111). No obstante, existen importantes
limitaciones en la interpretacion de los resultados obtenidos en estos estudios clinicos

debido fundamentalmente a la heterogeneidad de la poblacion de estudio, asi como a la
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falta de criterios histologicos bien definidos para el diagnostico de EHNA. En cambio, en
el presente trabajo de Tesis Doctoral hemos utilizado los criterios de diagnostico
histologico de EHNA propuestos por Brunt y cols. (60) y validados por Kleiner y cols. (61)
y hemos encontrado una prevalencia de EHNA en nuestra poblacion de estudio del 9,9%,
marcadamente inferior a la que habia sido reportada previamente y, sin embargo, muy
similar a la obtenida en la poblacion general estadounidense (12,2%) (10). Este hallazgo
estd en consonancia con los resultados de un estudio previo que incluia 441 pacientes con
EHNA diagnosticada por biopsia hepdtica en los que la presencia de colelitiasis no estaba
asociada de manera independiente con la presencia de fibrosis avanzada o de EHNA (110).
Por todo ello, los resultados del presente trabajo de Tesis Doctoral indican de manera
convincente que los pacientes con colelitiasis no tienen un mayor riesgo de EHNA que la

poblacion general.

En resumen, existe evidencia clinica suficiente como para confirmar que la
colelitiasis y la EHGNA estan asociadas de manera significativa, lo que se basa en una
relacion compleja y bidireccional. Aunque se han propuesto distintas hipotesis que intentan
explicar esta asociacion, los estudios llevados a cabo demuestran unicamente que hay
relacion epidemioldgica, pero no causalidad. Ademas, el diagndstico de EHGNA en la
mayoria de estos estudios se ha llevado a cabo mediante técnicas no invasivas, como
diagndstico por imagen con ecografia abdominal y algoritmos matematicos validados, por
lo que no disponen de diagndstico histologico. Por lo tanto, son necesarios nuevos estudios
prospectivos que analicen los mecanismos fisiopatologicos subyacentes que expliquen esta

relacion.
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En un amplio estudio clinico observacional llevado a cabo en EE.UU., en el que se
evaluo la prevalencia de las distintas causas de hepatopatia en 58.731 pacientes a lo largo
de los ultimos 30 afios (1), los autores observaron que la frecuencia de enfermedades
hepaticas cronicas, como la hepatitis por virus B y la enfermedad hepatica inducida por
alcohol, se mantenia estable, o incluso en descenso como en el caso de la hepatitis C,
mientras que la EHGNA era la Gnica causa de hepatopatia que presentaba una prevalencia
creciente, en sincronia con el incremento de la prevalencia de la obesidad y de la DM2. Sin
embargo, no se conocen bien todos los factores de riesgo asociados a la EHGNA de la
misma manera que tampoco se conocen de forma precisa los mecanismos moleculares
implicados en la progresion de la EHGNA hacia formas histoldgicas clinicamente mas
graves como la EHNA, la fibrosis avanzada y la cirrosis. Por este motivo, las opciones
terapéuticas son escasas y es dificil disefiar programas de salud encaminados tanto a
prevenir la aparicion de nuevos casos de EHGNA como a atenuar o incluso impedir su

progresion clinica.

Es un hecho bien conocido que los factores de riesgo metabolico estan implicados
en la patogenia de la EHGNA. Los resultados obtenidos por Younossi y cols. (1) mostraron
que los dos predictores independientes de EHGNA mas robustos eran la obesidad (OR:
10,4; 95% IC: 9,5-11,3; p<0,0001) y la DM2 (OR: 3,7; 95% IC: 3,2-4,2; p<0,0001). De
hecho, en los pacientes obesos con DM2, la prevalencia de EHGNA era del 80,5% mientras
que en aquellos que solo tenian una de las dos patologias era del 47% y 55%,
respectivamente, en contraposicion con una prevalencia de EHGNA de solo el 10,9% en

aquellos pacientes sin obesidad ni DM2. La HTA, otro componente del SMet, parece tener
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una relacion bidireccional con la EHGNA, lo que quiere decir que se comporta como un
predictor independiente de la EHGNA y a su vez la EHGNA es un factor de riesgo para la
HTA (117).

En el presente trabajo de Tesis Doctoral encontramos que tnicamente dos variables
se mostraron como predictores independientes de EHGNA. Estas fueron el PCI (OR: 1,09;
95% de IC: 1,03-1,14; p=0,002) y la ferritina (OR: 1,01; 95% de IC: 1,00-1,02; p=0,037).
El principal interés de estos hallazgos reside en que se trata de datos clinicos que se pueden
obtener de forma sencilla en la consulta ya que unicamente es necesario llevar a cabo una
exploracion fisica y realizar una analitica de sangre. Por este motivo se puede plantear su
uso potencial como herramientas de cribado de EHGNA en pacientes con colelitiasis.

La relevancia de la EHNA, desde un punto de vista sanitario, reside en que estos
pacientes tienen un mayor riesgo de progresion a formas clinicas mas graves de enfermedad
hepatica, aproximadamente el 41% de ellos desarrollan fibrosis hepatica en mayor o menor
grado (14), lo que favorece la aparicion de cirrosis y sus complicaciones. Ademads, se ha
comprobado que los estadios avanzados de fibrosis hepatica (F3 y F4) se asocian con una
mayor morbilidad y mortalidad (118). De los 242 pacientes con colelitiasis incluidos en
este trabajo de Tesis Doctoral, solo 4 (1,6%) presentaron fibrosis hepatica avanzada (F3 o
F4), pero todos ellos tenian un diagnoéstico histolégico de EHNA, lo que supone el 16,7%
de los 24 pacientes con EHNA estudiados (Tabla 5). Estos resultados demuestran que son
los pacientes con EHNA los que presentan mas riesgo de progresar a estadios avanzados

de enfermedad hepética.
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Por otro lado, la edad se considera un factor de riesgo para la aparicion de EHGNA
y de EHNA con fibrosis avanzada (119), aunque no esta claro si esto se debe a un efecto
acumulativo de los factores de riesgo metabolico a lo largo de los afios en esta poblacion.
En cuanto al sexo, no hay datos concluyentes que lo relacionen como factor de riesgo para
el desarrollo de EHGNA. Tanto la vida sedentaria como una dieta con alto contenido en
carbohidratos favorecen la progresion de la EHGNA hacia formas mas graves (120), asi
como la exposicion pasiva o activa al tabaco, ya que este contribuye a la progresion del
dafio hepatico alterando la historia natural de los pacientes con EHGNA (121).

Considerando los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, 3 variables se
comportaron como factores de riesgo significativamente asociados a la presencia de EHNA
y fueron el IMC (OR: 1,16; 95% de IC: 1,04-1,30; p=0,010), la concentracion sérica de
GPT (OR: 1,02; 95% de 1C:1,00-1,05; p=0,040) y la concentracion plasmatica de insulina
(OR: 1,105 95% de IC: 1,00-1,20; p=0,041).

En linea con los resultados presentados en esta Tesis Doctoral, Li y cols (122)
llevaron a cabo un meta-analisis en el que incluyeron 21 estudios clinicos para conocer la
magnitud del riesgo de EHGNA en relacion con la obesidad, tras el que reportaron que los
pacientes obesos tenian un riesgo 3,5 veces mayor que los no obesos de desarrollar una
EHGNA y que habia evidencias suficientes para afirmar que existe una correlacion positiva
entre el IMC y el riesgo de EHGNA.

Existe una mayor controversia respecto a la consideracion de la concentracion
sérica de GPT como un factor de riesgo de EHNA. Desde hace tiempo, esta se ha utilizado

como un marcador indirecto de dafio hepatico (123). No obstante, es bien sabido que las
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concentraciones séricas de GPT no se correlacionan con la gravedad del dafio hepatico
histolégico en pacientes con hepatopatia cronica, lo que es particularmente cierto cuando
se tiene en cuenta el estadio de fibrosis. Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis
Doctoral confirman que esto se cumple también en la EHGNA. Mas concretamente, la
mayoria (85%) de los pacientes analizados con colelitiasis y diagnostico histoldgico de
EHGNA tenian una concentracion sérica de GPT dentro del rango de la normalidad (< 40
IU/L), independientemente de la presencia de ESNA (88,5%) o de EHNA (70,8%), lo que
indica que las concentraciones séricas de GPT no guardan relacion con la histologia en la
EHGNA. Estos datos estan en consonancia con lo que muestra el estudio de Mofrad y cols.
(51), en el que concluyen que todo el espectro histologico de la EHGNA se puede observar
en pacientes con concentraciones séricas normales de GPT, sin diferencias

estadisticamente significativas con los pacientes con concentraciones elevadas.

Son varios los estudios clinicos (124,125) que han incluido indicadores del
metabolismo de la glucosa en modelos de prediccion de EHNA. En un estudio llevado a
cabo por Ulitsky y cols. (124) se evidenciod que los pacientes con DM2 y EHNA tenian
peor control glucémico que aquellos con DM2 sin EHNA, ya que presentaban valores mas
elevados de hemoglobina glicada. Estos hallazgos se ven apoyados por Gholam y cols.
(125), quienes observaron que un peor control glucémico con valores mas altos de RI se
relacionaban con la progresion de ESNA a EHNA. En este sentido, los resultados obtenidos
en esta Tesis Doctoral refuerzan los de los estudios previamente comentados al demostrar

que los pacientes con EHNA presentaron concentraciones circulantes de glucosa basal e
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insulina, asi como valores del indice HOMA, significativamente més elevados que los

observados en los pacientes con ESNA (Tabla 7).

5.2. Eficacia de los distintos métodos de diagndstico no invasivos en las diferentes
fases evolutivas de la EHGNA en pacientes con colelitiasis.

Como se ha comentado previamente, la prevalencia de la EHGNA esta aumentado
rapidamente a nivel mundial lo que implica un mayor niimero de casos de EHNA con el
consiguiente incremento de escenarios clinicos mas graves de enfermedad hepatica, como
la cirrosis y sus complicaciones asociadas. A dia de hoy, la biopsia hepatica es el método
de eleccion para establecer su diagnostico y para diferenciar con fiabilidad la EHGNA de
la EHNA, asi como también para valorar el estadio de fibrosis (6). Hay que tener en cuenta,
no obstante, que la biopsia hepatica es un procedimiento invasivo con una tasa de
mortalidad alrededor del 0,1% de los procedimientos, debido fundamentalmente al riesgo
de hemorragia intraperitoneal, que existe una significativa variabilidad interobservador en
su interpretacion histopatologica y que unicamente evalla una minima parte del
parénquima hepatico (126). Ante estos datos, es evidente la necesidad de estrategias no
invasivas que permitan llevar a cabo el diagnéstico de EHGNA, especialmente en pacientes
con enfermedades cronicas concomitantes o en aquellos en los que la biopsia hepatica esté
contraindicada (127). En este aspecto, el descubrimiento de métodos fiables para la
deteccion no invasiva de la EHGNA se ha convertido en una de las dreas mas activas de la

investigacion clinica en el campo de la hepatologia.
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Las enzimas hepaticas per se no son utiles como predictores diagnosticos en la
EHGNA ya que pueden ser normales hasta en un 80% de estos pacientes, por lo que la
esteatosis debe identificarse inicialmente mediante técnicas de imagen. La ecografia es
capaz de diagnosticar con seguridad la esteatosis moderada o grave y aporta una
informacion hepatobiliar adicional, sin embargo, tiene una sensibilidad limitada y no
detecta de manera fiable la esteatosis cuando es menor del 20% (128) o en los casos en los
que los individuos tienen un IMC elevado (>40 kg/m?). La RM convencional se considera
el patrén de referencia, pero su coste la convierte en una prueba diagnostica menos
accesible. La RM avanzada, ya sea por espectroscopia (53) o por
fraccion de grasa por densidad protonica (FGDP) (54), es capaz de medir la cantidad de
grasa hepatica de manera objetiva y cuantitativa. Resulta util en estudios de investigacion
clinica, habiendo sido validada frente a la histologia demostrando ser més sensible en la
deteccion de cambios en el contenido de grasa hepdtica y en la respuesta al tratamiento en
ensayos clinicos. En un estudio que evaluaba la eficacia del tratamiento con ezetimib en
pacientes con EHNA, se observo una reduccion del 29% de la cantidad de grasa hepatica,
evidenciada mediante la técnica de RM-FGDP, que se correlacionaba positivamente con la
mejoria de la esteatosis en el estudio histologico (129). No obstante, ademas de tener un
coste elevado, la cuantificacion del contenido de grasa carece de interés en la practica
clinica, por lo que no suele recomendarse. Otra técnica de imagen, el parametro de
atenuacion controlada (CAP), permite diagnosticar la esteatosis pero tiene una capacidad
limitada para la discriminacion de los diferentes grados histologicos. Ademas, los datos de

comparacion del CAP con la ecografia no son concluyentes y no se ha realizado ningiin
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estudio de comparacion con la RM (130), por lo que son necesarios mas estudios para poder
definir el papel del CAP en la practica clinica. Todos estos datos indican, que la ecografia,
al menos por ahora, es la técnica de imagen de eleccion para el diagnostico inicial de

esteatosis.

Se entiende por biomarcador aquella molécula, proteina o enzima que puede
medirse objetivamente y que puede constituir un indicador de un proceso bioldgico normal
o patologico, o puede ser de utilidad para la monitorizacion de la respuesta al tratamiento.
En los tltimos afios han sido muchos los biomarcadores y algoritmos matematicos basados
en una combinacién de biomarcadores que se han descrito y evaluado su utilidad para el
diagnostico de la EHGNA. Para el diagndstico de esteatosis, concretamente, dos de los

algoritmos mas validados son el FLI y el HSI.

El algoritmo FLI ha demostrado ser util con una S del 61% y una especificidad del
86% (AUROC: 0,85) (68) tras haber sido validado externamente en la poblacion general
en Europa, Asia y Norte América. No obstante, su validaciéon se ha llevado a cabo
comparandolo con el diagnostico de esteatosis por imagen mediante ecografia en lugar de
haberse validado frente al diagnostico histologico de esteatosis. E1 HSI es un algoritmos
sencillo que ha sido validado inicamente en la poblacidon coreana, mostrando una S del
66% y una especificidad del 69% (AUROC: 0,81) (69). En el presente trabajo de Tesis
Doctoral obtuvimos los valores de FLI y HSI de cada paciente en el momento basal del
estudio y comprobamos que la precisiéon de estos algoritmos para el diagnostico de

EHGNA en nuestra cohorte de pacientes con colelitiasis fue claramente inferior a lo

96



Discusion

descrito previamente, con un valor de AUROC de 0,74 para el algoritmo FLI y de 0,70

para el algoritmo HSIL

El algoritmo denominado NAFLD liver fat score ha demostrado una muy buena
precision para el diagnostico de EHGNA, alcanzando un valor de AUROC de 0,86 en una
cohorte de validacion de 157 pacientes con esteatosis diagnosticada por RM (73). No
obstante, la utilidad de este algoritmo no ha sido validada externamente por lo que no se

utiliza en la practica clinica.

Otro algoritmo para el diagnostico de EHGNA, denominado NAFLD ridge score,
fue disenado en la Universidad de Hong Kong e incluia las variables GPT, colesterol HDL,
hemoglobina glicada, TG, recuento de leucocitos e HTA. Al validarse en la poblacion china
frente al diagnostico de EHGNA mediante espectroscopia por RM (74) obtuvo un AUROC
de 0,74, pero no ha sido posteriormente validado en otras cohortes independientes por lo

que no se utiliza en la practica clinica. (131).

El VAI (del inglés, Visceral Adiposity Index) (132), un biomarcador de adiposidad
visceral, y el TyG (del inglés, Triglyceride and Glucose Index) (133), son dos
biomarcadores que han demostrado estar asociados de manera independiente con el
diagnoéstico histologico de esteatosis en pacientes con infeccion por el VHC. Existen
también test comerciales disenados para el diagnostico de esteatosis, de los que el mas
validado es el Steatotest (75). No obstante, no se utiliza en la practica clinica y su principal
inconveniente, coincidiendo con los biomarcadores previamente descritos, es que no tiene
capacidad para diferenciar los diferentes grados de esteatosis y, por consiguiente, evaluar

la respuesta a posibles tratamientos.
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A la luz de estos datos, podemos afirmar que los algoritmos actualmente vigentes
para el diagndstico no invasivo de esteatosis son mas sensibles que especificos, aunque no
consiguen ni una S ni un VPN suficientemente 6ptimos como para poder considerarlos un
buen test de cribado. Con el fin de identificar algoritmos mas eficaces, generamos el
algoritmo CINFER, descrito por primera vez en esta Tesis Doctoral, capaz de predecir de
manera no invasiva y con una buena precision la presencia de EHGNA (AUROC: 0,82) en
nuestra cohorte de pacientes con colelitiasis. Al llevar a cabo la comparacion entre el
algoritmo CINFER, el FLI y el HSIL se puso de manifiesto un mejor rendimiento del
CINFER para el diagnodstico no invasivo de la EHGNA en nuestra poblacion de estudio,
siendo especialmente destacable la mayor S del algoritmo CINFER para discriminar una
EHGNA 'y, por tanto, podria ser de utilidad para descartar la presencia de una EHGNA en

pacientes con colelitiasis con mayor fiabilidad que los algoritmos FLI y HSI.

En un estudio realizado en Francia que incluia a 125.052 pacientes hospitalizados
con diagnostico de EHGNA y/o EHNA, alrededor del 10% de los pacientes presentd
cirrosis en el momento del diagnostico, tanto compensada como descompensada. Ademas,
el diagnostico de EHNA se asocid con una progresion rapida de la hepatopatia y el 27,5%
de los pacientes presentaron una descompensacion de su cirrosis en un periodo de 7 afios
(134). Este escenario enfatiza la necesidad de métodos diagnosticos no invasivos que
permitan distinguir la ESNA de la EHNA en pacientes con EHGNA, asi como el

diagnostico temprano de fibrosis hepatica significativa asociada a la EHNA.

En este aspecto, el proyecto LITMUS (del Inglés “Liver Investigation: Testing

Marker Utility in Steatohepatitis™), une a investigadores clinicos y basicos de centros
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académicos de toda Europa y de la Federacion Espafiola de la Industria Farmacéutica para
lidiar con el reto de caracterizar biomarcadores que, de manera individual o combinados,
puedan detectar y monitorizar la progresion o regresion de la EHGNA (135). El objetivo
comun de este grupo es identificar y validar nuevos biomarcadores para el diagndstico de
EHGNA, EHNA vy fibrosis asociada. En este contexto, LITMUS busca biomarcadores
especificos que diferencien la presencia de EHNA en pacientes con diagndstico de
EHGNA, que evalten la progresion de la EHGNA y/o que monitoricen la respuesta
terapéutica y que sean capaces de predecir qué pacientes tienen un mayor riesgo de
progresion a EHNA vy a fibrosis hepatica significativa (> F2) o con un mayor riesgo de
mortalidad por cualquier causa. Por todo esto se espera que el proyecto LITMUS pueda
aportar importantes contribuciones en el campo de la EHGNA.

Son multiples los biomarcadores estudiados con estos mismos objetivos. Los
fragmentos de citoqueratina-18 (CK-18), que se generan durante la muerte celular
(fragmentos M65) o la apoptosis (fragmentos M30), tienen una exactitud modesta en el
diagnostico de la EHNA (S del 66%, especificidad del 82%) (55). Los cambios observados
en los CK-18 son paralelos a la mejoria histoldgica, pero no dan mejores resultados que la
concentracion sérica de GPT en la identificacion de los pacientes con respuesta histologica
(136).

Pelekar y cols. (137) desarrollaron un algoritmo para el diagndstico no invasivo de
EHNA que incluia 6 variables, que son la edad, el sexo, la GOT, el IMC, la relacion
GOT/GPT y los valores séricos de acido hialurénico, con el que obtuvieron un AUROC de

0,76. Otro algoritmo disefiado por Poynard y cols., el NASHTest, combinaba 13 variables

99



Discusion

bioquimicas y clinicas (edad, sexo, altura, peso, TG, colesterol, GOT, GPT, GGT,
bilirrubina total, a-macroglobulina, apolipoproteina Al y haptoglobina) para predecir la
presencia o ausencia de EHNA, alcanzando una S, una E, un VPP y un VPN de 33%, 94%,
66% y 81%, respectivamente, y un AUROC de 0,79 (138). Ambos algoritmos requieren
variables que no se solicitan de manera rutinaria, lo que limita su utilidad en la practica
clinica.

Las concentraciones séricas del propéptido n-terminal del coldgeno tipo III (Pro-
C3) reflejan la tasa de degradacion de la matriz extracelular. Este biomarcador es capaz de
diferenciar ESNA de EHNA vy se correlaciona con la severidad de la EHNA (AUROC
0,85-0,87) y del estadio de fibrosis con un AUROC de 0,86 (95% C1 0,78-0,94) (139). En
una amplia cohorte internacional de pacientes con diagnostico histolégico de EHGNA con
fibrosis avanzada, el Pro-C3 mostré6 un AUROC de 0,83 frente al 0,73 del FIB-4 para
identificar pacientes con estadio de fibrosis > F3 (140). Del mismo modo, nuestro grupo
de investigacion ha demostrado recientemente que existe un incremento en la
concentracion hepatica y circulante de la proteina morfogenética 6sea BMP2 en pacientes
con diagnostico histolégico de EHGNA en comparacion con individuos con HN (141).
Usando la concentracion sérica de BMP2 combinada con las variables edad, sexo, IMC,
glucosa y GGT, se generd, mediante un modelo de regresion logistica, el algoritmo
denominado SAN (del inglés, Screening Algorithm for NASH), con una muy buena
precision para el diagndstico no invasivo de la EHGNA (AUROC: 0,88). Una vez més, una
de las variables necesarias para el calculo de Pro-C3 o del SAN no se determina de forma

rutinaria, lo que dificulta su utilizacion en la practica clinica.

100



Discusion

El test OWLiver es un algoritmo de diagndstico que combina 25 metabolitos junto
con el ICM del paciente. Se trata de un test metabolomico comercial que ha sido
desarrollado para discriminar entre higado sano y EHGNA, asi como entre ESNA y EHNA
(142), en adultos con un IMC >25 y con sospecha clinica de EHNA. Tras ser validado en
una cohorte de 197 pacientes (7 con HN, 109 con EHGNA y 76 con EHNA) obtuvo un
AUROC de 0,79 (143). En el momento actual, su coste elevado limita su inclusion dentro

de las pruebas disponibles al alcance de los profesionales sanitarios.

A pesar de este amplio repertorio de biomarcadores estudiados, a dia de hoy
ninguno de ellos ha sido validado para el diagnostico de EHNA en la poblacion general,
por lo que la biopsia hepatica contintia siendo esencial para un diagnostico de certeza. En
este aspecto, uno de los hallazgos mas novedosos del presente trabajo de Tesis Doctoral es
la identificaciéon de 3 variables independientes asociadas de manera estadisticamente
significativa a la EHNA en pacientes con colelitiasis, que son el IMC, la GPT y la insulina,
las cuales conforman el algoritmo matematico INTRIN, capaz de predecir la presencia de
EHNA en pacientes con colelitiasis con una precision aceptable (AUROC 0,76). Los
valores de las variables que son necesarios para calcular este algoritmo, descrito por
primera vez en esta Tesis Doctoral, se obtienen facilmente en la evaluacion preoperatoria
de los pacientes candidatos a colecistectomia por colelitiasis. No obstante, dado que los
valores de AUROC del algoritmo INTRIN no son 0ptimos, es necesario que este algoritmo
sea validado en cohortes més grandes e independientes de pacientes con colelitiasis antes
de recomendar su implementacion en la practica clinica. En cualquier caso, el algoritmo

INTRIN podria ser de utilidad identificando en el preoperatorio a los pacientes con
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colelitiatis que tienen un alto riesgo de EHNA, a los que se les indicaria la realizacion de
una biopsia hepatica durante la colecistectomia laparoscopica con el fin de confirmar el
diagnostico e iniciar una intervencion terapéutica temprana dirigida a prevenir o atenuar la

progresion de una potencial EHNA.

Teniendo en cuenta que una proporcion considerable de pacientes con EHNA puede
progresar a estadios avanzados de fibrosis hepatica (14), es importante disponer de métodos
diagnosticos accesibles y fiables. En este aspecto, la tendencia en el momento actual para
la prediccion y el diagnostico de fibrosis hepatica se centra en el desarrollo de algoritmos
que incluyen una combinacion de distintos marcadores serologicos (144). Es mas, diversos
estudios han demostrado que el empleo de estos algoritmos podria evitar el 38-80% de las
biopsias hepaticas realizadas (145,146).

Se han descrito un buen nimero de algoritmos basados en combinaciones de
marcadores séricos que se han mostrado eficaces para el diagnostico no invasivo de fibrosis
hepatica (147). Los algoritmos FIB-4 y NFS han sido validadas externamente en
poblaciones con EHGNA de origenes étnicos diferentes, con resultados uniformes. El
algoritmo FIB-4 tiene un AUROC que oscila entre 0,80-0,86 con una S de 0,84, una E de
0,68, VPN 0,95 y un VPP de 0,70 (148). No obstante, diferentes estudios han argumentado
que la inclusion de la edad en el algoritmo FIB-4 implica un incremento de falsos positivos
en los pacientes de mas edad (149). El NFS predice fibrosis avanzada en pacientes con
EHGNA con un AUROC de 0,77 (S de 0,82, E de 0,77, VPN de 0,93 y de VPP 0,93), sin
embargo, tiene un valor limitado para predecir cambios en el estadio de fibrosis, pero

predice de manera precisa la morbilidad y mortalidad en todos los estadios de fibrosis
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(150). En el presente trabajo de Tesis Doctoral analizamos la precision diagnostica de estos
2 algoritmos en nuestra cohorte de pacientes con colelitiasis. Nuestros resultados mostraron
que un FIB-4 <1,45 tuvo un VPN de 95,1% para fibrosis avanzada (> F3). En contraste, un
FIB-4 >3,25 no obtuvo un VPP para fibrosis avanzada ya que ninguno de nuestros
pacientes con EHGNA vy fibrosis avanzada tuvo un valor en ese rango. Cabe destacar que
unicamente el 10% de pacientes con EHGNA tuvieron un valor de FIB-4 indeterminado
(1,45-3,25). Por otro lado, el algoritmo NFS fue igualmente un buen predictor de ausencia
de fibrosis avanzada, ya que un valor <-1,455 obtuvo un VPN de 94% para fibrosis
avanzada. De manera similar, el NFS no obtuvo un VPP para fibrosis avanzada ya que
ninguno de nuestros pacientes con EHGNA con fibrosis avanzada tuvo un NFS >0,625. En
este caso, el 25% de pacientes con EHGNA tuvieron un valor de NFS indeterminado (-
1,455-0,625). Estos resultados demuestran que los algoritmos FIB-4 y el NFS tienen un
mejor rendimiento para diferenciar la fibrosis avanzada (> F3) de la ausencia de fibrosis
significativa (FO-F1) en nuestra cohorte de pacientes con colelitiasis, en consonancia con
lo publicado al respecto (151,152). En consecuencia, estos algoritmos pueden usarse de
manera fiable para una estratificacion de primera linea del riesgo, con objeto de descartar
la presencia de una fibrosis hepatica avanzad (F3-F4). No obstante, los valores predictivos
dependen de las tasas de prevalencia y la mayoria de estos estudios se han realizado en
cohortes de pacientes con EHGNA diagnosticados en hospitales terciarios, en los que la
probabilidad pre-test de una fibrosis hepatica avanzada es superior a la existente en la

comunidad.
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El algoritmo disefiado recientemente por el grupo espaiol para el estudio de la
enfermedad hepatica grasa, el HFS, ha demostrado ser capaz de identificar pacientes con
fibrosis avanzada con un alto grado de especificidad (0,97) tras su validacion en una
poblacion de 2452 pacientes de América, Europa y Asia, con una S de 0,74, un VPN de
0,92, un VPP de 0,76 con un AUROC de 0,94 (153). Segun los resultados de HFS
obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral, de los 221 pacientes con un valor de
HFS <0,12, hubo 212 (95,9%) que tenian un estadio de fibrosis FO-F1, pero arrojé falsos
negativos en 9 pacientes con fibrosis significativa (> F2). Sin embargo, la mayoria de los
pacientes con valores indeterminados del HFS (0,12 — 0,47) o con valores superiores a 0,47
no tenian fibrosis en el estudio histoldgico, lo que indica que la capacidad del algoritmo
HFS para discriminar entre diferentes estadios de fibrosis demostro ser limitada en nuestra
cohorte de pacientes con colelitiasis, aunque hay que tener en cuenta que habia pocos casos
de fibrosis hepatica significativa en la poblacion de estudio.

El test ELF (del inglés, Enhanced Liver Fibrosis) incluye una combinacion de
biomarcadores de fibrogénesis hepatica no disponibles de forma rutinaria en la practica
clinica, como los niveles serologicos de acido hialurénico, el inhibidor tisular de
metaloproteinasa 1 (TIMP1) y el péptido aminoterminal del pro-colageno 3 (PIIINP).
Inicialmente se disefid para predecir fibrosis avanzada en nifnos y adultos con diagnostico
de EHGNA (154). Posteriormente se describi6 el test ELF simplificado al excluir la edad
del algoritmo, demostrando una excelente capacidad para la prediccion de fibrosis en
pacientes con EHGNA con un AUROC de 0,9. La inclusion de 5 nuevos pardmetros en los

calculos (IMC, numero de plaquetas, presencia de DM2, niveles séricos de albtimina y la
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relacion GOT/GPT) mejoro sus resultados obteniendo un AUROC de 0,98, motivo por el
que se plantea su utilidad como test de cribado de fibrosis avanzada, considerandose que
podria llegar a reducir la necesidad de biopsia hepatica en un 60% (82). Su principal

limitacidn es su elevado coste.

Muy recientemente se han publicado los resultados de un estudio multicéntrico que
incluyd 250 pacientes con diagndstico histologico de EHGNA con o sin EHNA y/o
fibrosis, en el que se han identificado dos proteinas de las células monociticas, la PLIN2 y
la RAB14, capaces de predecir la presencia de EHNA y el estadio de fibrosis,
respectivamente, permitiendo asi el desarrollo de dos nuevos algoritmos (155). El
algoritmo para el diagnostico de EHNA combina la intensidad de fluorescencia media de
PLIN2 con los valores de PCI, de TG, de GPT y la presencia o ausencia de DM2 con una
S del 88% y una E del 100%, asi como un AUROC del 97,8 % (IC al 95,8% to 99,8%). El
algoritmo para el diagnostico de fibrosis incluye la intensidad de fluorescencia media de
RABI14 junto con la edad, el PCI, los niveles séricos de colesterol LDL y de GPT, asi como
el nivel plasmatico de glucosa para predecir la presencia de fibrosis con un AUROC del
99,3%, una S y E de 99% y 89.6%, respectivamente. Este nuevo algoritmo ha demostrado
ser superior a los algoritmos FIB-4, NFS y el indice APRI para el diagndstico de fibrosis,
con una precision diagndstica comparable a la elastografia 2D-SWE. Seran necesarios mas
estudios clinicos en distintas cohortes de pacientes con EHGNA para validar sus
prometedores resultados.

En la ultima década se ha extendido el uso de métodos elastograficos para el

diagnostico de fibrosis hepatica. El método mas utilizado en nuestro medio, el FibroScan®,
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ha presentado unos valores de AUROC para el diagnostico de fibrosis avanzada (> F3)
utilizando la sonda M y XL de 0,88 y de 0,85, respectivamente. No obstante, también tiene
sus limitaciones. En una serie europea no seleccionada, hasta un 20% de las exploraciones
produjeron resultados poco fiables (156), sobre todo en pacientes obesos, y se debe
interpretar con precaucion en pacientes con hipertransaminasemia, congestion sinusoidal o
colestasis extrahepatica. La elastografia de punto de onda de corte o pSWE (del inglés,
Point Shear Wave Elastography), también conocida como ARFI (del inglés, Acousitic
Radiation Force Impulse) es una técnica de elastografia integrada en un ecégrafo que
estudia la elasticidad de los tejidos mediante la medicion de la velocidad de cizallamiento
en una region de interés (157). La velocidad de cizallamiento se relaciona con las
propiedades visco-eldsticas de los tejidos ya que aumenta al aumentar la rigidez del tejido
hepatico. De manera similar que la ET, es mas precisa en diagnosticar estadios de fibrosis
F4 que estadios F3. De todos modos, ARFI no ha sido evaluada de manera extensa para el
diagnostico de EHNA. Son necesarios mas estudios para determinar la utilidad de ARFIy
para dilucidar las discrepancias observadas entre los resultados obtenidos en el 16bulo
hepatico derecho con respecto al izquierdo.

La elastografia por RM, al igual que aquellas que emplean ultrasonidos, es capaz
de determinar la rigidez hepatica a través del analisis de ondas mecanicas transmitidas a
través del tejido hepatico. Utiliza un método de contraste para mostrar la propagacion de
la onda de cizallamiento en el higado, por lo que no se ve influenciada por el fenotipo del
paciente, como el grosor de la pared abdominal o la obesidad (158). En un meta-analisis

que agrup6 9 estudios en los que se incluyeron un total de 232 pacientes con EHGNA, la
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elastografia por RM fue capaz de evaluar la fibrosis hepética con un elevado nivel de
precision, independientemente de la inflamacion histologica y del IMC de los pacientes,
con un AUROC de 0,86-0,91 para todos los estadios de fibrosis (159). A la luz de estos
resultados, se considera el método mas preciso para el diagnéstico no invasivo de fibrosis
hepatica, pero su uso esta limitado por su coste elevado, por su escasa disponibilidad y por
el tiempo necesario para realizar la prueba.

En resumen, es esencial diagnosticar precozmente la EHGNA antes de la aparicion
de formas clinicas potencialmente fibrogénicas que pueden progresar a cirrosis y CHC.
Para ello, utilizando algoritmos sencillos y eficaces, se deben implementar programas de
cribado en poblaciones con un alto riesgo de fibrosis hepdtica significativa, como los
pacientes con DM2 entre otros, algo que continta siendo una necesidad sanitaria no

cubierta.

5.3. Historia natural de los pacientes con EHGNA en pacientes con colelitiasis:
morbilidad y mortalidad.

Hay una evidencia creciente de que los pacientes con EHNA, particularmente
aquellos con fibrosis hepatica avanzada, tienen mayores tasas de morbilidad y mortalidad
asociadas a causas cardiovasculares y hepaticas (45,46,160,161). Con objeto de conocer la
morbilidad asociada a la presencia de EHGNA en pacientes con colelitiasis, en el presente
trabajo de Tesis Doctoral se registro la incidencia de comorbilidades metabolicas,
cardiovasculares, neoplasicas y otras como la ERC y el SAOS tras un periodo medio de 88

meses después de la biopsia hepatica inicial. [gualmente se registraron los casos de muerte
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y sus causas para conocer la tasa de mortalidad en nuestra cohorte de pacientes con
colelitiasis. No obstante, debido al pequefio numero de eventos clinicos significativos
observado en el periodo mencionado no se han podido utilizar herramientas estadisticas
robustas como el método de Kaplan Meier o la regresion de Cox, pero hemos observado
una mayor tendencia a la aparicion de comorbilidades en aquellos pacientes con colelitiasis
que tenian un diagnostico histologico de EHGNA o de EHNA al inicio del estudio, en linea

con lo publicado hasta ahora (162).

Es un hecho bien conocido que la DM2 se asocia de manera muy significativa con
la EHGNA, detectdndose en el 34%-75% de estos pacientes (3), y que frecuentemente
coexisten incrementando el riesgo de desarrollo de comorbilidades, tanto hepaticas como
extrahepaticas. En un amplio estudio prospectivo llevado a cabo por Loomba y cols. con
pacientes diagnosticados de EHGNA mediante biopsia hepética, concluyeron que la DM2
influia en la evolucion de la EHGNA siendo uno de los factores de riesgo mas importantes
en acelerar su progresion a estadios avanzados de fibrosis hepatica e incluso favoreciendo
la aparicion de CHC (12,163). Por otro lado, un meta-analisis reciente que incluy6 33
estudios observacionales demostrd que los pacientes con EHGNA y fibrosis hepatica
significativa tenian un mayor riesgo de desarrollar una DM2 (164), independientemente de
la presencia de obesidad u otros factores de riesgo metabolico, de tal manera que pacientes
con estadios mas avanzados de fibrosis hepdtica tenian un mayor riesgo de desarrollar una
DM2 (165). Al final de nuestro estudio, un total de 15 pacientes presentaban una DM2, de
los cuales el 66,6% (10 de 15) tenian signos histologicos de EHGNA (9 con ESNA y 1 con

EHNA) en la biopsia hepatica inicial.
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Hay pocos estudios que evaluen la relacion existente entre HTA y EHGNA. En un
estudio poblacional llevado a cabo por Lopez-Suarez y cols (166), la prevalencia de
EHGNA fue del 50 % entre pacientes con HTA, mientras que en otro estudio
epidemiologico dirigido por Liao y cols. la prevalencia de HTA fue significativamente
mayor en pacientes con EHGNA comparados con aquellos que no la tenian (167). Estos
resultados demuestran que se trata de una relacion bidireccional, independientemente de la
presencia de otros componentes del SMet como la obesidad o la DM2 (117). En el presente
trabajo de Tesis Doctoral encontramos que 33 pacientes con colelitiasis fueron
diagnosticados de HTA durante el seguimiento, mas de la mitad (57,6%, 19 de 33) en los
primeros 5 afos, de los cuales el 45,5% (15 de 33) tenian una ESNA y el 15,2% (5 de 33)
tenian una EHNA en la biopsia hepatica inicial. Un aspecto a tener en cuenta es que la
presencia de HTA se asocia a un empeoramiento de la fibrosis, segun los resultados de un
meta-analisis que incluyd estudios que emplearon la biopsia hepéatica para evaluar el
estadio de fibrosis en la EHGNA (168), por lo que parece razonable que, debido al mayor
riesgo de progresion de la enfermedad, los pacientes hipertensos con EHGNA deben ser

seguidos mds estrechamente.

Por otro lado, un total de 26 pacientes desarrollaron dislipemia a lo largo del
estudio, mas de la mitad (16 de 26) tenian un diagndstico histologico de EHGNA (12 con
ESNA y con 3 EHNA) en la biopsia hepatica realizada al inicio del estudio. Estos
resultados van en consonancia con la literatura cientifica vigente, en la que diversos
estudios demuestran que, al igual que otros factores integrantes del SMet, la EHGNA esta

relacionada con el desarrollo de dislipemia (169). Un aspecto destacable es que la
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dislipemia, a su vez, se comporta como uno de los principales factores de riesgo de ECV,
una de las comorbilidades mas frecuentes en los pacientes con EHGNA y la principal causa
de mortalidad en estos pacientes (170). La prevalencia e incidencia de ECV es superior en
los pacientes con EHGNA en comparacion con los controles sanos. Aunque inicialmente
se asumi6 que la asociacion entre EHGNA y ECV se debia a la mayor prevalencia de los
componentes del SMet (171), en estudios observacionales en los que el andlisis se realiz6
ajustando por factores de confusion metabolicos, la asociacion de EHGNA y ECV se
mantuvo estadisticamente significativa (172,173). En el presente trabajo de Tesis Doctoral,
3 pacientes tuvieron un infarto de miocardio, 1 paciente tuvo un episodio de angina
inestable, y otros 5 pacientes tuvieron un ACVA isquémico durante el seguimiento. De
estos 9 pacientes que desarrollaron ECV a lo largo del estudio, un total de 7 pacientes
(77,8%) tenian un diagndstico histologico de EHGNA en la biopsia hepatica inicial, de los

cuales 4 tenian ESNA y 3 EHNA.

Existe una evidencia cientifica creciente que relaciona la presencia de EHGNA con
la aparicion de neoplasias, tanto de origen hepético como extrahepatico (174). Los datos
no son homogéneos en cuanto al tipo de cancer mas frecuente, entre los que se encuentran
el cancer de colon (164), el cancer de tiroides, el cancer de pancreas (175) o el
colangiocarcinoma (174). Un total de 18 pacientes de la cohorte analizada fueron
diagnosticados de céancer a lo largo del seguimiento, de los que 4 casos fueron neoplasias
de origen digestivo (2 de ellas de origen hepatico y 2 de origen extrahepatico), la mayoria
(75%) en pacientes con un diagnostico de EHGNA en la biopsia hepatica basal. La

neoplasia diagnosticada con mas frecuencia fue el adenocarcinoma de mama, que se
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registro en 6 de los 18 pacientes, la mayoria (4 de 6) en pacientes con un higado

histoloégicamente normal al inicio del estudio.

En los altimos afios se ha observado un marcado interés en conocer la relacion
existente entre la EHGNA y la ERC. Un meta-analisis llevado a cabo por Musso y cols.
que incluyé 23 estudios clinicos evidencio que la EHGNA se asociaba con una mayor
prevalencia e incidencia de ERC (176), pudiéndose observar hasta en un 20-50% de los
pacientes con EHGNA, fundamentalmente en pacientes con EHNA demostrada mediante
biopsia. Ademas, la gravedad de la hepatopatia en la EHGNA se asociaba con un mayor
riesgo y gravedad de la ERC, independientemente de la presencia de DM2, de obesidad o
de RI, asi como de otros factores de riesgo tradicionalmente asociados con la ERC. Fueron
4 los pacientes que desarrollaron una ERC durante el seguimiento de nuestro estudio, 3 de

ellos con EHGNA (2 con ESNA y 1 con EHNA).

Existe una creciente evidencia cientifica que relaciona el SAOS con la aparicion y
progresion de la EHGNA. En una revision reciente llevada a cabo por nuestro equipo de
investigacion se estudié el impacto de la hipoxia en los mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo de la esteatosis hepatica (177). En ella, los resultados obtenidos
en los distintos estudios incluidos, tanto clinicos como experimentales, confirmaron esta
relacion y evidenciaron que la severidad de la hipoxia intermitente que experimentan los
pacientes con SAOS predice la severidad de la EHGNA en la biopsia hepatica. A lo largo
del seguimiento de nuestro estudio, un total de 9 pacientes desarrollaron un SAOS, de los

cuales 6 tenian un diagnostico histologico de EHGNA en la biopsia hepatica inicial.

111



Discusion

Es bien sabido que la EHGNA se asocia con una mayor tasa de mortalidad global
en comparacion con la poblacion general (178). En un estudio prospectivo reciente en el
que se incluyeron 1773 pacientes con diagndstico histologico de EHGNA se observé que
la tasa de mortalidad aumentaba con el incremento del estadio de fibrosis, siendo el estadio
de fibrosis el principal factor de riesgo asociado (161). Son varios los estudios que
concluyen que la principal causa de muerte en pacientes con EHGNA es la ECV, seguida
en frecuencia por el cancer y la hepatopatia (161,164,174). En nuestro estudio se
registraron un total de 5 muertes, 4 de las cuales se produjeron en pacientes con un
diagnostico histologico de ESNA en la biopsia hepatica realizada al inicio del estudio y las

4 fueron por causa oncologica.

5.4. Fortalezas y limitaciones.

Son varias las fortalezas del presente trabajo de Tesis Doctoral. Una de ellas es su
disefio prospectivo con 2 fases bien diferenciadas, un estudio transversal y otro longitudinal
con un seguimiento medio de mas de 7 afos. Otro aspecto importante es que se ha estudiado
una amplia cohorte de pacientes con colelitiasis en la que el diagnostico de EHGNA se
llevé a cabo mediante biopsia hepatica, considerada el patron de referencia, a diferencia de
la mayoria de los estudios clinicos previos en los que el diagnéstico se llevd a cabo por
imagen o empleando algoritmos no invasivos. Es interesante recalcar que las biopsias
hepaticas se valoraron por un Unico patélogo experto en histopatologia hepatica, el cual
realizd el diagndstico histopatologico teniendo en cuenta criterios validados

internacionalmente. Algo enriquecedor desde el punto de vista de la practica clinica es la
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incorporacion de algoritmos no invasivos de esteatosis y de fibrosis en la valoracion inicial
de los pacientes con EHGNA. Lo mas novedoso del presente trabajo de Tesis Doctoral es
la descripcion de nuevos algoritmos matematicos para el diagndstico no invasivo de
EHGNA (algoritmo CINFER) y de EHNA (algoritmo INTRIN) que han demostrado un
buen rendimiento en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis, cuya utilidad en la
practica clinica debera ser validada en posteriores estudios clinicos en cohortes
independientes de pacientes con colelitiasis.

A pesar de las fortalezas descritas, es necesario interpretar nuestros hallazgos
considerando una serie de limitaciones. Un hecho a tener en cuenta es que no se pudo
obtener datos del seguimiento de 37 pacientes de los 242 incluidos en el estudio (15,3%).
Para asegurar que este hecho no provocd un sesgo por pérdida de seguimiento
disminuyendo asi la potencia del estudio, se analizo si dichas pérdidas eran homogéneas.
Para ello, por un lado se calcul6 la prevalencia de los 3 escenarios histoldgicos posibles
(HN, ESNA y EHNA) en el estudio transversal y en el estudio longitudinal, comprobando
que la distribucién en ambas cohortes se mantenia similar, y por otro lado se seleccionaron
aquellas variables significativas en el estudio transversal y se comprobo que seguian siendo
significativas en el estudio longitudinal. Por estos motivos podemos concluir que las
pérdidas son homogéneas y por lo tanto la muestra resultante en el estudio longitudinal es
representativa de la cohorte inicial a pesar de las pérdidas descritas. Otra limitacion es el
reducido niumero de pacientes con fibrosis avanzada (> F3), asi como también el nimero
de eventos clinicos extrahepaticos y de muertes registrados a lo largo del estudio. Si bien

ambas situaciones se observaron con mayor frecuencia en pacientes con EHGNA, al
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tratarse de un niimero escaso de eventos de estudio no se pudieron llevar a cabo analisis
estadisticos robustos que nos permitieran obtener resultados solidos en relacion con la
incidencia de comorbilidades y con la tasa de moratalidad asociadas a la EHGNA en la

cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis.
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De los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral derivan las

conclusiones que se exponen a continuacion:

1. La prevalencia de EHGNA en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis fue
del 49,6%, superior al 25% estimado en la poblacion general, mientras que la
prevalencia de EHNA fue del 9,9%, similar a la considerada en la poblacién general

(12,2%).

2. Se ha generado un nuevo algoritmo, denominado CINFER, para el diagnostico no
invasivo de EHGNA en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis, el cual
combina las variables PCI y ferritina, mostrando una buena eficacia diagnostica

(AUROC 0,82).

3. El algoritmo CINFER mostré un mejor rendimiento para el diagnostico no invasivo
de EHGNA en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis que los algoritmos

FLI y HSI (AUROC 0,82 frente a 0,74 y 0,70, respectivamente).

4. Se ha generado un nuevo algoritmo, denominado INTRIN, para el diagnostico no
invasivo de EHNA en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis, el cual
combina las variables IMC, GPT e insulina, mostrando una aceptable eficacia

diagnostica (AUROC 0,76).

5. Los algoritmos FIB-4, NFS y HFS mostraron un alto valor predictivo negativo para
fibrosis hepatica avanzada (> F3) del 95,1%, 94% y 96%, respectivamente, en la

cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis.
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La prevalencia de comorbilidades metabdlicas, cardiovasculares, renales y
respiratorias, asi como la de neoplasias digestivas en la cohorte estudiada de
pacientes con colelitiasis fue mas alta en los pacientes con EHGNA que en aquellos

con un higado histolégicamente normal.

La mortalidad en la cohorte estudiada de pacientes con colelitiasis fue més alta en

los pacientes con EHGNA que en aquellos con un higado histoloégicamente normal.
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