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Introduccion

INTRODUCCION

1.1. Magnitud del problema: las enfermedades hepaticas

cronicas

Las enfermedades cronicas del higado representan un importante problema de
salud publica por su prevalencia e impacto social. Las estimaciones actuales
muestran que 844 millones de personas tienen una hepatopatia crénica con una
alta mortalidad asociada, como se evidencia por causar 2 millones de
muertes/ano, 3,7% de las muertes mundiales, y ser la quinta causa de muerte en
el mundo si consideramos el efecto aditivo de la cirrosis hepatica y el
hepatocarcinoma sobre cirrosis [1,2]. En general, puede considerarse que no se
ha prestado la suficiente atencion al estudio de las hepatopatias cronicas a pesar
de la elevada carga médica asistencial en comparaciéon con otros problemas
importantes de salud publica globales relacionados con enfermedades croénicas,
tales como la diabetes (422 millones, 1,6 millones muertes/ano) o las

enfermedades cardiovasculares (540 millones, 17,7 millones muertes/afio). [3,4].

Las hepatopatias cronicas difusas estan relacionadas con un amplio espectro de
etiologias subyacentes, entre las que destacan la infeccion por virus hepatotropos,
el consumo excesivo de alcohol y la enfermedad hepéatica grasa no alcohélica
(EHGNA), recientemente considerada como hepatopatia metabélica grasa [5].
En ellas, la agresion hepatocitaria, cursa con un proceso inflamatorio mantenido
en el tiempo que finalmente desencadena una fibrosis con acimulo extracelular

de fibras de colageno, proteoglicanos y macromoléculas [6].

La prevalencia de fibrosis varia segun la poblacion estudiada (poblacion general
vs. poblacién de riesgo), el método evaluado (marcadores séricos vs. métodos de
imagen vs. biopsia hepética) y el escenario de implementacién (atencion primaria
vs. asistencia especializada). Por ejemplo, en la poblacion general la presencia de

fibrosis avanzada medida por medio de la elastografia de transicién (>9 Kpa) es
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Introduccion

del 3,6%, mientras que en la poblacion diabética esta cifra aumenta hasta el 17,1%
[7,8]. En estudios epidemiologicos se ha demostrado que las enfermedades
cronicas del higado inducen cirrosis en 633000 pacientes/afio con una
prevalencia de entre el 4,5 al 9% [9]. Sin embargo, esta prevalencia esta
probablemente infraestimada debido a que estos pacientes permanecer
asintomaticos en los estadios iniciales de esta enfermedad lentamente progresiva.
Dado que el grado de fibrosis es el principal marcador pronostico en las
enfermedades hepéticas cronicas, es importante detectar de forma precoz y fiable
estas alteraciones tisulares para poder impactar en la historia natural de esta

enfermedad silente [10,11].

Hoy en dia, se estima que el 25% de la poblacion mundial padece EHGNA, la
mayoria de ellos en su forma leve de esteatosis simple [12]. Debido a su
paralelismo con la obesidad y diabetes, existen modelos predictivos que
pronostican que la EHGNA se convertira en la principal causa de hepatopatia
cronica con gran impacto clinico y econémico en lo afios venideros [13]. A pesar
de que el determinante pronoéstico con mayor impacto en la supervivencia es la
fibrosis, esta enfermedad nos muestra como la presencia y el grado de otros
sustratos patoldgicos, tales como la esteatosis, esteatohepatitis y los depositos de
hierro también tienen un valor pronostico [14-16]. Por todo ello, se hace necesaria
una caracterizacion fiable e incruenta de las distintas alteraciones tisulares que
acontecen en el parénquima hepatico para poder tipificar adecuadamente a los
pacientes y realizar un manejo individualizado y preciso de las enfermedades

hepaticas.

1.2, Patron de referencia no siempre perfecto: la biopsia

hepatica

La biopsia hepatica representa el patréon de referencia diagndstica para la
evaluacion de las enfermedades hepaticas. Su uso estd disminuyendo por
diversos motivos, entre los que destaca el hecho de ser una técnica invasiva y

cruenta que en algunos casos produce efectos no deseados y complicaciones en el
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paciente [17]. La biopsia presenta, ademaés, limitaciones de exactitud y precision,
debidas a su inherente sesgo de muestreo ya que obtiene una muestra limitada y
poco representativa del estado del 6rgano dada la distribucién heterogénea de las
alteraciones [18.]. A ello, se ha de anadir la alta variabilidad intra e inter-
observador y la baja aceptabilidad del paciente cuando se pretende evaluar los
cambios dindmicos en el tiempo [19,20]. Por todo ello, su aplicabilidad en el
diagndstico y seguimientos de las hepatopatias cronicas representa un tema de
debate.

Como consecuencia de estos aspectos diagnosticos con las limitaciones de la
biopsia hepatica y la aparicion de nuevas dianas terapéuticas, se plantea la
necesidad de desarrollar biomarcadores no invasivos y de uso sencillo en las
hepatopatias cronicas. Estos biomarcadores deben aspirar a diagnosticar y
cuantificar los distintos sustratos patologicos, estadificar la enfermedad,
establecer su perfil pronostico e intervenir en la indicacion y monitorizacién de
terapias sistémicas [21]. Sin embargo, se ha de tener en cuenta los siguientes
aspectos al evaluar el rendimiento diagndéstico de nuevos biomarcadores frente a

un patrén de referencia imperfecto como la biopsia hepatica:

. La evaluacién histologica se basa en un sistema de puntuacion
semicuantitativo que se relaciona con la severidad de enfermedad hepatica
subyacente. Estas escalas son subjetivas, categoricas y se fundamentan en
los diferentes cambios morfolégicos y arquitecturales observados en las
preparaciones [22,23]. Dado que la puntuacion histologica del estadio de
enfermedad hepatica no es una medicion numérica lineal sino categorica,
es esencial conocer: (I) las distintas estrategias existentes que permitan
limitar la variabilidad interindividual; (IT) las técnicas estadisticas mas
adecuadas que no consideren los datos categoricos como datos de
distribucién de frecuencias; y que (III) la puntuacion histolégica de la
enfermedad (por ejemplo, estadio de fibrosis) no es lo mismo que la
medicion objetiva de su componente principal (por ejemplo, la cantidad o

fraccion total de colageno) (Figura 1).

. La precision diagnostica de la anatomia patoldgica para diagnosticar los

estadios intermedios de la enfermedad hepatica es baja, limitandose de
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esta forma la evaluacion experimental de biomarcadores no invasivos [24].
Por ello, se reconoce la existencia de areas grises por el solapamiento entre
estadios patoldgicos cercanos. Esto implica que, en la practica clinica
habitual, los pacientes con hepatopatia cronica estan dicotomizados en

aquellos con enfermedad temprana vs. avanzada (Figura 2).

Diferenciar entre esteatosis simple y esteatohepatitis, asi como determinar
el estadio o grado de fibrosis hepatica, representan hoy en dia las

indicaciones mas comunes de biopsia en estos pacientes [25].

La Agencia Europea del Medicamento indica que los ensayos clinicos disenados
para la aprobacion de nuevos tratamientos para la EHGNA deben de incluir
sujetos con fibrosis significativa (F>2) [26]. Por ello, y dadas las limitaciones de
la biopsia que limitan su aplicabilidad en practica clinica habitual, el uso de este
patron de referencia queda restringido principalmente a las etapas tardias de la
enfermedad hepatica. Esto conlleva un sesgo de seleccion y de espectro ya que:
(I) los estudios de investigacion solamente incluyen los pacientes a los que se les
realiza una biopsia hepéatica para disponer del patron de referencia como método
comparativo; y (II) estos pacientes a los que se les realiza una biopsia tienen
principalmente grados mas avanzados de enfermedad hepatica y no representan

pues el espectro completo de la enfermedad.
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Figura 1: La escala METAVIR para estadificar la fibrosis hepatica se basa en
cambios morfologicos (imagenes 1-4). Esta evaluacion categorica descriptiva es
una calificacion subjetiva no lineal que no equivale a la cantidad de colageno
(imagenes A, B).

‘ Intermediate Stages ‘

‘ Low performance of liver biopsy limits gold standard comparison (gray zone) ‘

o T
P e

1
Rule-out : Rule-in
easy-to-use tests i multiparametric MR
high sensibility (NPV) : high specificity (PPV)

1

1

1

)

Figura 2: Evaluacion diagnéstica de la historia natural de la fibrosis hepética.
Los biomarcadores no invasivos de primera linea (analitica y elastografia) son
fiables para excluir fibrosis avanzada con alta sensibilidad y valor predictivo
negativo. Las imagenes de Resonancia Magnética (RM) no son aplicables en este
escenario donde se necesitan pruebas accesibles y de uso facil. Diferenciar los
casos con fibrosis avanzada del resto de la poblacién no excluida con las pruebas
de primera linea representa el escenario de implementacion de la RM
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multiparamétrica. Esta prueba de segunda linea debe tener alta especificidad y
valor predictivo positivo para diagnosticar la fibrosis avanzada. La etapa
intermedia de la fibrosis hepatica representa una zona gris donde la
interpretacion de la biopsia hepatica tiene una precision diagnoéstica baja.

1.3. Toda limitacion conlleva una  oportunidad:

biomarcadores no invasivos

Dada la carga sanitaria creciente de las enfermedades hepéticas cronicas, se
considera necesario emplear como alternativa a la biopsia hepatica otras pruebas
diagnosticas que sean incruentas, con aplicabilidad en estadios iniciales y que
presenten una elevada precision diagnostica. La disponibilidad de obtener
biomarcadores subrogados no invasivos de las principales alteraciones
histologicas asociadas a la hepatopatia cronica se alinea con la medicina no
invasiva y mas personalizada que se estd desarrollando con la intencion de
establecer un manejo mas individualizado y preciso de las enfermedades
hepaticas. Entre los biomarcadores no invasivos destacan los séricos (obtenidos
de un analisis sanguineo), elastograficos (como el FibroScan y la ecografia ARFI)

y los de imagen (como los obtenidos por el anélisis de las imagenes de RM).

El empleo de biomarcadores séricos y elastograficos como pruebas de primera
linea para descartar la enfermedad avanzada estd ampliamente extendido. Su
utilidad préctica se basa en su elevado valor predictivo negativo (VPN> 90%) que
permite descartar la presencia de fibrosis avanzada. [27]. Su uso permite
establecer protocolos de derivacion de pacientes desde atencion primaria a las
unidades de hepatologia basados en estratificacion del riesgo de presentar una
enfermedad avanzada, [28]. Sin embargo, su bajo valor predictivo positivo (VPP)
con hasta un 30% de casos mal clasificados como fibrosis avanzada y la presencia
de una amplia zona gris indeterminada (entre el 40-70% de los resultados,
dependiendo del tipo de prueba empleada, no se pueden clasificar), limitan su
uso mas alla de ser empleados como técnicas de primera linea (Figura 3) [29]. La

baja fiabilidad se debe a la existencia de diversos factores de confusién que
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influyen en estos marcadores, como es el caso de la obesidad, la inflamacion y la

colestasis [30,31].

Entre estos biomarcadores no invasivos destaca el FibroScan, el cual ofrece un
rango de valores (2,5-75 kPa) que se correlaciona con la gravedad de la fibrosis
hepatica (Fo-4). Entre los puntos de corte establecidos para diagnosticar o excluir
cada grado de fibrosis existe una amplia zona gris intermedia donde se
encuentran la mayoria de los pacientes estudiados con esta prueba (Figura 3)
[32]. En el ambito de la atencion médica especializada, las unidades de
hepatologia necesitan métodos mas sofisticados con una alta especificidad y VPP
que permitan diagnosticar e identificar de manera fiable los casos con
enfermedad hepatica avanzada (Figura 2). Dado que la RM se esta convirtiendo
en el estandar de referencia para la cuantificacion de la grasa y el hierro en el
parénquima hepatico, es necesario establecer si la imagen tiene ademés algan
otro papel en la evaluacion concomitante de los diferentes sustratos patologicos
que también acontecen en las hepatopatias cronicas y que definen con mayor

precision la gravedad de la enfermedad [33].

O NPV 290% [ Grey zone W PPV 290%

Porcentaje de pacientes (%)

BARD MNFS FRANARLD APRI Fiigd Fibrotest Hepascore  FRYSS LSM

Figura 3: Las pruebas de primera linea (biomarcadores séricos y elastograficos)
presentan un bajo valor predictivo positivo y una amplia zona gris indeterminada
que no permite estadificar la fibrosis hepatica con precision [29,32].
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1.4. Profundizando en el sustrato biologico de la imagen:

patologia digital y RM multiparamétrica

En la actualidad, los problemas mencionados de la biopsia hepéatica y los
biomarcadores no invasivos de primera linea representan sesgos en el
diagnostico, monitorizaciéon terapéutica y seguimiento adecuados de los
pacientes con enfermedades hepaticas cronicas difusas. Gracias a los avances
tecnolégicos producidos en los dltimos afios, algunos de estos problemas pueden
abordarse mediante la imagen computacional y la generacién de “biopsias
virtuales”. Estos nuevos estandares deben aprender de los datos obtenidos de la
patologia digital y validarse como datos radiémicos reproducibles y fiables
generados tras el procesamiento de las imagenes de RM. Estos dos aspectos, la
patologia digital y la radiomica computacional, forman la base de esta Tesis

Doctoral.

En la evaluacién anatomopatologica, la variabilidad interobservador y la
subjetividad de los sistemas de gradacion, enfatizan la necesidad de analizar las
principales alteraciones histolégicas relacionadas con las enfermedades
hepaticas cronicas de una manera objetiva, fiable, cuantitativa y reproducible. La
patologia digital es una técnica emergente basada en el procesamiento
computacional de las muestras histologicas. Consiste en el empleo de un escaner
para la captura digital de las preparaciones del tejido hepatico (laminillas) y su
conversion en imagen digital. Esta digitalizacién permite un analisis objetivo y
computacional de la imagen, eludiendo la subjetividad del patologo al
microscopio [34]. Ademas, la patologia digital es una herramienta interactiva que
permite un analisis cuantitativo normalizado mediante el céalculo del area
proporcional de los distintos sustratos histopatologicos con respecto al total de la
muestra (Figura 4). La Tabla 1 de la seccién Anexos resumen los estudios que han
evaluado la correlacion entre diferentes sustratos patologicos medidos con
patologia digital y su correspondiente sistema de puntuaciéon semicuantitativo
usado por los patologos [19,24,35-62]. De esta tabla, es importante que se

destaquen los siguientes aspectos:
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La mayoria de las investigaciones realizadas analizan el area proporcional
de colageno (APC) en pacientes con VHC (60% de los estudios incluidos).
Solamente el 36% de los estudios cumplen con los criterios de calidad de
una muestra de biopsia hepéatica requeridos para una adecuada evaluacion
histoldgica (>20 mm de tamaiio y >11 espacios porta) [63]. El 23% de los
estudios no recogen esta informacion en sus datos.

Los diferentes resultados observados en la distribucion del &rea
proporcional de colageno pueden deberse a una falta de estandarizacion
en el tipo de tincion histologica y en la metodologia de analisis digital.

A pesar de que los valores de patologia digital aumentan con los grados
histoldgicos, existe un solapamiento de valores en los estadios intermedios
debido a que la evaluacion realizada por los patologos se basa en cambios
arquitecturales y morfoldgicos (Figura 1) y no es una medida de cantidad
(a excepciodn de la esteatosis).

Existe un bajo grado de concordancia entre distintos patologos para la
gradacion de los sustratos patolégicos, con una sobrestimacion de lo
estimado visualmente con respecto a lo medido digitalmente [50,58].

El bajo rendimiento de la biopsia para el diagnostico de los estadios
intermedios refuerza la idea de un enfoque practico basado en la
dicotomizacion del dafno hepatico en enfermedad temprana vs. avanzada

[24] (Figura 2).
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Figura 4: Imagen de patologia digital que permite identificar y calcular el area
ocupada por el sustrato histopatologico analizado. Se representa una muestra con
los tractos de fibrosis tefiidos con Rojo Sirio (imagen izquierda). Al aplicar la
técnica de analisis digital (imagen derecha) se identifican las fibras de colageno
(marcadas en azul) y permite cuantificar el area proporcional de colageno con
respecto al total de la muestra.

La RM se considera una técnica de imagen para excelente el estudio de las
enfermedades hepaticas dada su alta sensibilidad y especificidad para detectar las
alteraciones parenquimatosas con respecto a otras técnicas de imagen [64]. Las
adquisiciones de RM se solicitan habitualmente para detectar y cuantificar la
esteatosis y la sobrecarga de hierro en el higado. Su uso se basa en los cambios de
sefial que la grasa y el hierro provocan en la imagen adquirida con respecto al
organo sano. Las secuencias mas extendidas que permiten la observacion de los
depositos de grasa y de hierro utilizan el analisis del desplazamiento quimico y la
desintegracién de la sefial de las imagenes Eco de Gradiente (EG). Con tan solo
dos ecos para obtener imagenes en fase opuesta (FO, primer eco) y en fase (EF,
segundo eco) se puede reconocer la presencia de grasa y de hierro. La esteatosis
hepética se reconoce como una disminucion de la intensidad de la sefial hepatica
en las imagenes FO en comparacién con las imagenes EF. La ratio de pérdida de
senal en FO frente a EF, normalizando la senal con la del bazo, se correlaciona
con los grados de esteatosis hepatica [65]. Sin embargo, en los higados con
sobrecarga de hierro se produce una disminucion de la intensidad de la senal

hepética en las imagenes EF en comparacion con las imagenes FO al estar las
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imagenes del segundo eco mas potenciadas en T2*, siendo ello un factor de
confusion para la deteccidon de grasa (Figura 5). En las secuencias EG con méas de
dos ecos se utiliza la ratio de intensidad de sefal entre el higado y los muasculos
paraespinales (SIR H/M) para la cuantificacion del hierro hepético. No obstante,
la coexistencia de esteatosis aumenta la intensidad de la senal hepéatica siendo un
factor de confusidon que subestima la deteccion de hierro. Estos ejemplos nos
demuestran como la cuantificacion precisa de cada sustrato patologico en las
hepatopatias cronicas se ve dificultada por la coexistencia e interacciéon de los

distintos componentes principales de daiio hepatico.
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Figura 5: Las imagenes A-B muestras esteatosis difusa en el parénquima
hepético. La sefial es menor en la imagen potenciada en T1 en Fase Opuesta (A)
que En Fase (B). Las imagenes C-D muestran sobrecarga de hierro en el
parénquima hepatico. Se observa la pérdida de la sefial en las imagenes Eco de
Gradiente con el aumento del tiempo de eco. La imagen en Fase Opuesta (C) se

adquiere con un tiempo de eco menor que la imagen En Fase (D) donde la sefal
decae por el acortamiento del T2*.

Para corregir este sesgo de incertidumbre por la sefial en RM y generar unas

estimaciones mas precisas y fiables, las investigaciones mas recientes se ha
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centrado en la integracion de diversos parametros cuantitativos extraidos de las
imagenes de RM obtenidas con el control adecuado de la senal para que se pueda
evaluar de forma simultanea la fraccion de grasa hepatica y la concentracion de
hierro en cada voxel del higado. Esta aproximaciéon permite incorporar ademas
otras secuencias especificas para la valoraciéon multiparamétrica de la fibrosis y
la inflamacién hepatica. Recientemente, diversos estudios han demostrado la
capacidad de las imagenes adquiridas con secuencias EG multieco con
desplazamiento quimico (MECSE, MultiEcho Chemical Shift Encoded) para
cuantificar de forma precisa la esteatosis del higado, empleando como estandares
de referencia en su validaciéon técnicas como la espectroscopia RM (ERM) o la
anatomia patologica (Anexo 1 Tabla 2). El hierro puede estimarse de forma
precisa también por su efecto sobre las imagenes de RM potenciadas en T2*
mediante la valoracion del tiempo de relajacién T2* y su ratio R2* (Anexo 1 Tabla
3). Para evitar mediciones sesgadas, las secuencias MECSE deben estimar de
forma independiente la fraccion grasa por densidad proténica (FGDP), evitando
la influencia del colageno sobre el tiempo de relajacion Ti1, y el R2* del tejido
hepatico, permitiendo asi de forma simultanea analizar la grasa y el hierro

hepatico.

Las Tablas 2 y 3 de la secciéon Anexos, resumen los estudios que han evaluado la
correlacion entre distintas secuencias RM con los grados histologicos de
esteatosis (I) [57,66-101] y hierro (II), respectivamente [71,72,85,93,102-115]. De

estas tablas, es importante que se destaquen los siguientes aspectos:

. Grado de evidencia y recomendaciéon basado en el sistema GRADE
(Grading of Recommendations Assessment Development and
Evaluation) empleado por la EASL (European Association for the Study
of the Liver) [116]: (I) respecto a la esteatosis, existe una adecuada
metodologia cientifica con estudios prospectivos de elevado tamaio
muestral (A1); (II) en cuanto a la sobrecarga de hierro, solamente se
dispone de 18 estudios con menor rigor metodologico (43% retrospectivos,
s6lo uno multicéntrico -correspondiente a las cohortes de los ensayos
clinicos FLINT y CyNCh- y con tamano muestral medio de 68 casos) (B2).

. Patréon de referencia: (I) para la esteatosis, solamente el 55% de los

estudios que analizan la FGDP se comparan contra grados histologicos
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(45% restante toma la ERM como referencia); (II) el 50% de los estudios
que analizan la sobrecarga de hierro se comparan contra la concentracion
de hierro hepatico (CHH), la cual: (a) requiere de espectrofotometria de
absorcion atomica para su cuantificacion, técnica que solo esta disponible
en centros muy especializados y (b) no se correlaciona adecuadamente con
los grados de hierro basados en el sistema de puntuaciéon Scheuer de
amplio uso diario en préactica clinica [103].

Sesgo por espectro enfermedad: (I) para la esteatosis, la mayoria de los
estudios se han realizado en poblacion con EHGNA avanzada y
comorbilidades afiadidas, siendo de gran interés la cuantificacion de grasa
en todo el espectro de estos sujetos por su correlacion con distintos
desenlaces incluida la mortalidad [14,16,117], ademés de otras etiologias
donde su impacto clinico también ha sido descrito (por ejemplo, hepatitis
virales) [118]; (IT) en cuanto al hierro, solamente el 61% de los estudios
incluyen sujetos con hepatopatia cronica (principalmente VHC) como
causa secundaria de sobrecarga férrica (el 39% restante estudia el higado
como un marcador subrogado de las reservas de hierro corporal total en
sujetos con anemia o hemosiderosis transfusional). En los estudios de
cuantificacion del hierro que han incluido sujetos con hepatopatia cronica,
la EHGNA esta infrarrepresentada (410 casos en total entre los 18
estudios) a pesar de: (a) su prevalencia mundial [12]; (b) la relaciéon que
existe entre los depositos de hierro y la gravedad de la EHGNA [15]; (¢) la
necesidad considerar la coexistencia de esteatosis como un factor de
confusion en la determinacion de hierro [119]. Ademas, existe un sesgo del
espectro de la enfermedad con estudios cuya poblaciéon bien representan
en exceso la ausencia de hierro [112] o bien sobrerrepresentan la
hemocromatosis [107]. La comparacion entre condiciones extremas
(sujetos sin y con elevada sobrecarga de hierro) tiende a maximizar las
diferencias estadisticamente significativas en cualquier estudio de
correlaciéon (Figura 6).

Sesgos asociados al procesamiento de la imagen. La secuencia MECSE ha
de considerar y minimizar los distintos factores de confusiéon que pueden
presentarse. Entre ellos cabe destacar: (I) la complejidad espectral de la

grasa (solamente el 47% de los estudios emplean la combinacién de 6 picos
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de frecuencia grasa para cuantificar la FGDP), evitando los errores de
clasificacion debidos a la infraestimacion por haber realizado un analisis
de grasa espectral mas simple (Figura 7) [120]; (II) el sesgo T2*, ya que
ambos la grasa y el hierro interfieren en la caida de la senal T2* pero
solamente el 44% de los estudios ajustan exponencialmente la curva de
decaimiento considerando la esteatosis para medir adecuadamente el ratio
de relajacion R2*.

Se necesitan més datos observacionales sobre los mejores puntos de corte
para la FGDP y R2* y asi poder indicar la presencia de esteatosis y
sobrecargar de hierro significativas, respectivamente [121,122]. La
existencia de pequenas diferencias en los puntos de corte obtenidos puede
explicarse por los diferentes protocolos de adquisicion en las imagenes EG,
los algoritmos de ajuste en el procesado de la imagen, la intensidad de
campo RM (1.5T o 3.0T), el sesgo de muestreo relacionado con la biopsia
hepatica y el procesamiento no estandarizado de la muestra histologica
(CHH vs gradacion semicuantitativa) [102].

La precision diagnostica observada para diagnosticar y correlacionar la
severidad de la esteatosis y los depositos de hierro es elevada. Cabe
mencionar que el analisis MECSE sin complejidad espectral para la
esteatosis y la ratio intensidad senal higado/musculo para el hierro
subestiman la cuantificacién de dichos sustratos patoldgicos y, por lo
tanto, deben evitarse. La secuencia de mayor precision para la
cuantificacién simultdnea de grasa y hierro es la EG MECSE multipico

independiente del T1y corregida por T2* (Figura 8).
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Figura 6: Correlacion entre R2* y la concentracién de hierro hepatico (CHH).
La recta de regresion refleja un sesgo del espectro de la enfermedad al comparar
principalmente sujetos sin sobrecarga de hierro vs. sujetos con elevada
sobrecarga de hierro. El analisis de condiciones extremas tiende a maximizar las
diferencias estadisticamente significativas. Figura base extraida del estudio de
d'Assignies 2018 [104].
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Figura 77: Representacion de las figuras multipico de la grasa (imagen izquierda).
Grafico de dispersion (Bland-Altman) que muestra la complejidad espectral de la
grasa (imagen derecha): no considerar los 6 picos de frecuencia grasa

infraestimacion el calculo de la fraccion grasa por densidad proténica (FGDP)
[120].
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Figura 8: Iméagenes paramétricas de la fraccion grasa (FGDP) y de la ratio de
relajacion R2* (expresion de la concentracion de hierro) del higado. Se especifica
los valores obtenidos como mediana de la distribucion de la grasa y el hierro en
el parénquima hepatico en un paciente con sindrome metabdlico.

Dado que la RM hepatica se esta convirtiendo en el patréon de referencia para la
cuantificaciéon de la grasa y el hierro, y dada su asociacion con los desenlaces
clinicos relevantes a largo plazo, parece adecuado y necesario evaluar sila imagen
tiene algiin cometido en la evaluacién concomitante de la fibrosis y la inflamacion
[123]. La elastografia por RM juega un papel bien definido en la estimacién de la
fibrosis hepatica con una elevada precision diagnostica (Figura 2) [124], aunque
su uso no esta disponible en la practica clinica habitual y los puntos de corte para
optimizar los valores de sensibilidad y especificidad muestran amplios intervalos
de confianza [32]. Distintas secuencias de imagen RM ampliamente disponibles
como las potenciadas en Difusion, STIR y las imagenes EG con angulos de
inclinacion variables para obtener los tiempos de relajacion T1 tratan de reflejar
los cambios intersticiales y hemodindmicos que ocurren en la historia natural
necroinflamatoria de las hepatopatias cronicas. En las imagenes STIR, un
aumento de la ratio de sefial relativo entre el higado y la grasa del tejido celular
subcutaneo (H/G) se ha relacionado con el contenido de agua-edemay, de forma

subrogada, con la existencia y gravedad de los cambios relacionados con la
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inflamacién y la fibrosis hepatica [125,126]. En las imagenes de Difusion, la
restriccion al movimiento del agua también se ha relacionado con la inflamacion
(edema e infiltracion celular) y la fibrosis hepatica. Las métricas derivadas de sus
modelos estan relacionadas con algunos aspectos biologicos dentro del tejido,
incluida la celularidad, la composicion del espacio intersticial y los cambios en la
perfusion vascular. Por altimo, en cuanto a los mapas de los tiempos de relajacion
T1, los depoésitos en la matriz extracelular (colageno, fibrosis) afectan al
movimiento relacionado con la composicion macromolecular del tejido,

alargando el tiempo de relajacion T1 del tejido [108,127].

Las Tablas 4 y 5 de la seccién Anexos, resumen los estudios que han evaluado la
correlacion entre distintas secuencias RM y los grados histologicos de fibrosis
[66,70,71,105,108-110,125,127-162] e inflamacion [109,125-131,136-140,144-
150,153,155,157,159,161,162], respectivamente. Se han revisado en profundidad
diferentes parametros radidémicos obtenidos a partir de secuencias
convencionales sin la administracién de un medio de contraste paramagnético,
incluyendo la difusién de multiples valores b (modelos IVIM intravoxel
incoherent motion, Stretched y Kurtosis), mapas de relajaciéon T1 (obtenida con
diferentes angulos de inclinacion a) e imagenes STIR (short inversion time
inversion recovery). De estas tablas, es importante que se destaquen los

siguientes aspectos:

. Grado de evidencia y recomendacion basado en el sistema GRADE
(Grading of Recommendations Assessment Development and
Evaluation) empleado por la EASL (European Association for the Study
of the Liver) [116]: existe cierta limitacion metodolégica por tratarse
principalmente de estudios retrospectivos con bajo tamafio muestral
(ningun estudio supera los 115 casos) (GRADE B2 para fibrosis y C2 para
inflamacion).

. Lainclusion de voluntarios sanos favorece las diferencias estadisticamente
significativas con poco impacto cinico. ¢Dénde se encuentran las
diferencias significativas que se obtienen en algunos estudios?
Principalmente entre ausencia de enfermedad y presencia de enfermedad,
pues existe un alto grado de solapamiento de valores entre los distintos

grados de afectacion histologica que no permite discriminar entre ellos. El
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objetivo que se le debe de exigir a la RM hepatica no es diferenciar entre
enfermedad y ausencia de enfermedad (esta diferenciaciéon se puede
realizar con biomarcadores no invasivos de primera linea), sino entre los
distintos grados de la enfermedad.

La principal causa de dafo hepatico estudiada son las hepatitis virales
(65% de los estudios incluidos en las Tablas). Dado que el foco de interés
de la Hepatologia ha cambiado hacia la EHGNA en la era de la obesidad y
el sindrome metabolico, se hace necesario valorar el comportamiento y la
interaccion de la RM multiparamétrica en esta poblacion [164].

La influencia de las diferentes intensidades de campo (1,5 o 3 Teslas) y
secuencias de RM con protocolos no estandarizados completamente
limitan en cierta medida la reproducibilidad y las comparaciones entre
diferentes estudios.

La poblacion incluida en los estudios presenta un sesgo de espectro de la
enfermedad por una elevada prevalencia de condiciones distantes (Fo y
F4) sin representar adecuadamente los estadios intermedios (F1-2-3). Esta
distribucién aumenta el VPP pre-test de las pruebas diagnosticas en la
identificacion de los casos con fibrosis avanzada [147,151]. Sin embargo, el
objetivo de la RM no es diferenciar entre cirrosis y sujetos sanos, sino
llenar el vacio de la zona gris que el uso de biomarcadores no invasivos de
primera linea no permite caracterizar adecuadamente [27].

A diferencia de la cuantificaciéon de la grasa y el hierro, la baja precision
diagnoéstica, la existencia de correlaciones débiles y la baja
reproducibilidad de las métricas de RM para la fibrosis y la inflamacion,
limitan su relevancia clinica. Esto puede deberse a interacciones entre las
diversas alteraciones que modifican la senal y las propiedades magnéticas
de los tejidos para las secuencias analizadas, como era el caso de la

sobrecarga de hierro y la esteatosis [105,108,129,145].
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1.5. Finalidad del estudio: la precision en la estimacion

La RM es un método no invasivo que permite la extraccion de biomarcadores de
imagen que pueden representar los diversos procesos patologicos que acontecen
en el tejido de las hepatopatias cronicas difusas. La aplicabilidad de la RM
multiparamétrica en la practica clinica habitual pretende ofrecer una
herramienta para la tipificacion de paciente de riesgo y la estadificacion
pronostica de las hepatopatias cronicas. Este estudio pretende obtener uno o
varios biomarcadores de imagen, tanto univariantes como multiparamétricos,
que midan con precision los principales componentes patolégicos en las
hepatopatias cronicas difusas. Se pretende finalmente desarrollar una
metodologia para cuantificar mediante el analisis de las imagenes de RM la
cantidad de fibrosis, grasa, inflamacion y hierro del tejido hepatico. Este método
se describe como una biopsia virtual que genera datos fiables de la existencia y
distribucién de los cambios patolégicos que acontecen en el parénquima durante
el desarrollo de las hepatopatias cronicas difusas, con un analisis de los factores
de confusion y de la interaccién entre los sustratos patologicos coexistentes. En
resumen, y como bien decia Victor Hugo: “trata de aumentar el conjunto sin

confundirlo y completarlo sin recargarlo” (Figura 9).

Fibrosis Hierro

e
XYY

Inflamacidn Esteatosj

Figura 9: Biopsia virtual hepatica que permite abordar la cuantificaciéon de los
componentes tisulares implicados en los cambios patolégicos principales de la
hepatopatia cronica difusa. Esta informacion debe estimarse de manera
simultdnea dado que todas las variables analizadas influyen entre ellas y en la
sefal final de las imagenes de Resonancia Magnética. El analisis voxel-a-voxel
proporciona datos sobre la magnitud y distribucion de los cambios tisulares en el
parénquima hepatico.
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Hipotesis
HipoTESis

Los biomarcadores de imagen y su combinacién representan una estimacion
como biopsia virtual precisa y fiable de los cambios anatomopatolégicos que
suceden en las hepatopatias cronicas difusas. Este analisis es miiltiple
(cuantificando el colageno, la grasa, la inflamacién y el hierro), esta resuelto en el
espacio (evaluando la heterogeneidad en la distribuciéon de estos parametros) y
presenta una elevada correlacion con los hallazgos de la biopsia hepatica. En esta
Tesis Doctoral se pretende desarrollar una metodologia novedosa para la
caracterizacion de los cambios principales que acontecen en el parénquima
hepatico de los pacientes con hepatopatias cronicas difusas a partir de sus
imagenes de RM, analizadas mediante algoritmos avanzados de procesamiento

de imagenes (Figura 10).

Patologia Digital ENTRADA

Pardmetros imagen:
PDFF, R2*%, cT1, STIR,

~

Base de datos
multicéntricay
prospectiva

Esteatosis (grado, /

%), inflamacién
e & 2 (grado, %), fibrosis
-/ (grado, %), hierro
e R : | (grado, pg/g, 51, %)

Imagen RM Extraccién de Técnica precisa de Cohorte de derivacién
Segmentacién biomarcadores evaluacion histolégica y validacién
1//

Interacciones y efectos de confusién

Figura 10: Diagrama de flujo del proyecto de Tesis Doctoral Biopsia Hepatica
Virtual.
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OBJETIVOS

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral es:

. Evaluar el rendimiento diagnostico de los pardmetros obtenidos de la RM
multiparamétrica como estimacion cuantitativa y simultianea de la
fibrosis, la esteatosis, la inflamacién y la sobrecarga de hierro en pacientes
con hepatopatia cronica difusa, tomando la histologia como patrén de

referencia.
Los objetivos secundarios en los que se ha desarrollado el trabajo son:

. Evaluar la relacion entre las proporciones de coldgeno, grasa, inflamaciéon
y hierro obtenidas mediante un analisis avanzado de imagen patolégica
digital de la biopsia hepatica y sus correspondientes puntuaciones
histolégicas de gradacion semicuantitativa para fibrosis, esteatosis,

actividad necroinflamatoria y depositos de hierro, respectivamente.

. Evaluar el rendimiento diagnostico de distintos biomarcadores no
invasivos de primera linea (clinicos, analiticos y ecograficos) en la
estimacion y gradacion de la fibrosis, la esteatosis, la inflamacion y el

hierro hepatico.

. Mejorar las estimaciones de los biomarcadores de imagen RM mediante la
correlacion de modelos univariante y multivariante con las observaciones

cuantitativas obtenidas a partir del analisis patologico digital.

. Definir algoritmos de utilizacion de biomarcadores no invasivos y
proponer un arbol de decision clinica de uso en la practica asistencial en
pacientes con hepatopatia cronica difusa, dando valor al comité

multidisciplinar.
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MATERIAL Y METODOS

3.1. Diseno del proyecto de investigacion

Para desarrollar los objetivos de esta Tesis Doctoral se ha disefiado un estudio de
cohorte prospectivo, transversal y multicéntrico que se ha desarrollado entre
enero de 2017 y enero de 2021. La poblacion diana del estudio fueron los
pacientes con hepatopatia cronica en seguimiento por los Servicios de Medicina
Digestiva del Hospital Clinico Universitario de Valencia, Hospital Universitario y
Politécnico La Fe de Valencia y Hospital Arnau de Vilanova. La digitalizacion de
las muestras histologicas se centralizo en el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Clinico. Las pruebas de RM se realizaron y almacenaron en la
Plataforma de Radiologia Experimental y Biomarcadores de Imagen (PREBI) del
Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. Para la recogida de datos se empleo el
programa informatico Microsoft Excel version 16.43. Se obtuvo la firma del
consentimiento informado de todos los pacientes incluidos en el estudio. El
protocolo del estudio se ajust6 a las directrices éticas de la Declaracion de
Helsinki de 1975, como se refleja en la aprobacién del Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) de cada institucidon participante (niimero registro
del Hospital Clinico: 2016/209, Hospital La Fe: 2017/0031/PI, Hospital Arnau:
13/2019; Anexo 2). La presentacion de los datos de investigacion se ha realizado
siguiendo las directrices de comunicacién sobre los estudios de precisiéon de

pruebas diagnosticas (STARD) [165] (Anexo 3).
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3.2. Poblacién de pacientes

A todo paciente con hepatopatia cronica, independientemente de su etiologia,
que fuera a someterse a una biopsia hepatica como parte del estudio de
seguimiento en las consultas de Hepatologia de los hospitales participantes se
ofrecio la posibilidad de participar en el estudio. Los criterios de seleccién de

pacientes fueron los siguientes:

- Criterios de inclusion: sujetos con una edad igual o superior a 18 afnos, que

hubieran aceptado y firmado el consentimiento informado.

- Criterios exclusién: que existiera cualquier contraindicacion para la
realizacion del estudio de RM (tales como tener implantados ciertos
marcapasos cardiacos o implantes cocleares), que la imagen RM adquirida
estuviera artefactada por movimientos del paciente durante Ila
exploracién, que la muestra de tejido hepatico fuera insuficiente para una
adecuada lectura histologica segun los criterios de la AASLD — American
Association for the Study of Liver Diseases (principalmente si el tamafio
de la muestra era inferior a 15 mm y tenia menos de 6 espacios porta) [63],
0 que se observara la presencia de enfermedad neoplasica en la biopsia

hepatica o en las exploraciones radiologicas del paciente.

Todos los pacientes incluidos en esta Tesis Doctoral se estudiaron mediante la
realizacion de cuatro pruebas diagnoésticas diferentes: biopsia hepatica
(considerada como el patron de referencia), analitica sanguinea (con una
combinacion de diferentes marcadores séricos), elastografia (con ecografia de
transicion y/o onda de cizallamiento) y RM multiparamétrica. El tiempo
transcurrido entre la biopsia hepatica y las distintas pruebas complementarias

empleadas siempre fue menor de cuatro semanas.

Se incluyeron 167 pacientes con una edad media de 55 afios, 59% eran mujeres
(n=98) y como agentes causales de dafno hepatico destacaba en primer lugar la

EHGNA (n=102, 61%), seguido en frecuencia por la hepatitis autoinmune (n=29,
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17%). Las caracteristicas basales de la poblacion estudiada seran descritas en la

seccidon de resultados.

3.3. Anatomia Patologica

Las biopsias hepaticas se realizaron en el Servicio de Radiodiagnoéstico de cada
centro hospitalario con una aguja semiautomatica de 16G de dos pasos,
obteniendo una muestra representativa del 16bulo hepatico derecho en los
segmentos inferiores V y VI. De cada biopsia de tejido hepatico se obtuvo cinco
cortes histologicos de aproximadamente 4 um de grosor cada uno. Tras su fijacion
con formaldehido al 10% y su inclusion en parafina, los cortes histologicos se
tineron con diferentes reactivos para las tinciones histoquimicas e
inmunohistoquimicas. Se emple6 el sistema de preparacion de muestras
automatizado DAKO Omnis, Agilent Technologies para el analisis

inmunohistoquimico. Los productos empleados fueron los siguientes:

e Rojo Sirio (solucion 0.1%, Merck) para la deteccion de fibrosis. Su
administracion se realiza manualmente y debe ser cuidadosa para
evitar la sobrecoloracion y tefiir de rojo zonas no correspondientes a
fibras de colageno. Si esto ocurre, se sobrestima la cuantificaciéon del

analisis digital (Figura 11).

e Inmunohistoquimica (IHQ) adipofilina (anticuerpo policlonal de
conejo; proveedor: VITRO -Maéster Diagnostica-; catdlogo: MAD-
000627-QD) para la deteccidon y evaluacion de la esteatosis La
adipofilina es una proteina asociada con la monocapa de fosfolipidos
que rodea las gotas de lipidos [185]. Esta IHQ se consider6 una técnica

especifica en el anélisis de las gotas de grasa por dos motivos:
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» Estudios previos de patologia digital que han usado la tinci6n
convencional de hematoxilina-eosina reflejan errores
metodologicos derivados de la identificacion de zonas no
relacionadas con la esteatosis. Entre estos errores, destacara la
rarefaccion citoplasmatica de los hepatocitos, los desgarros del

tejido y los vasos sanguineos sinusoidales [51,56].

» Existe una correlacion positiva entre la tinciéon de adipofilina y
la acumulacién de lipidos hepatocitarios en la esteatosis
hepatica [186].

Hematoxilina - Eosina (H&E) también para el analisis de esteatosis.
Las gotas de grasa se evaluaron tanto con IHQ adipofilina como H&E
para comparar los resultados de ambas técnicas de tincién en el analisis

digital de la imagen patologica (Figura 12).

IHQ-CD45 (anticuerpo monoclonal de ratéon anti-Humano CD45-LCA
-Leucocyte Common Antigen; proveedor: DAKO; catalogo: IR751;
namero de clones: 2B11+PD7/26) [187] empleado para la deteccion de
células inflamatorias (Figura 13). El marcador CD45+ es una de las
glicoproteinas de superficie leucocitaria mas abundante en las células

de linaje hematopoyético [188].

Tincion de Perls (Artisan Iron Staining Kit, DAKO) para la evaluacion
del hierro. Esta tincion identifica las dos formas de almacenamiento
principales de hierro intracelular, especificamente ferritina y

hemosiderina [189].
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Figura 11: Muestra hepatica tenida con Rojo Sirio. En la imagen de la izquierda
se visualiza una correcta administracion de la tincion ya que tinicamente se han
tenido de color rojo las fibras de colageno. En la imagen de la derecha, la
administracion de la tincién ha sido excesiva provocando una sobrecoloraciéon de
toda la muestra, incluyendo los hepatocitos.

Figura 12: La imagen de la izquierda muestra una seccién histologica tefiida con
H&E mientras que la imagen de la derecha esta tefiida con inmunohistoquimica
adipofilina. Ambas son técnicas empleadas en el analisis de la esteatosis hepatica.
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Figura 13: Muestra hepatica teftiida con la tinciéon inmunohistoquimica CD45.
El marcador CD45+ es un marcador de células hematopoyéticas, excepto
eritrocitos y plaquetas, por lo que juega un papel importante en el sistema
inmunologico.

El analisis histologico se realizO mediante lectura semicuantitativa con
microscopio Optico convencional de las diferentes preparaciones patologicas.
Para cada muestra histologica se registré su longitud (en mm) y el namero de
espacios portales. La evaluacion histolégica se realizé de forma centralizada por
dos patologos experimentados del Hospital Clinico, cegados a los datos clinicos y
los resultados del analisis digital de la imagen patologica escaneada. Todas las
biopsias se evaluaron de forma semicuantitativa empleando los siguientes

sistemas de puntuacion histologica:

e Escala Metavir para la gradaciéon de la fibrosis hepatica en cinco
estadios: Fo (ausencia de fibrosis), F1 (fibrosis portal), F2 (fibrosis
periportal), F3 (puentes de fibrosis entre espacios porta) y F4 (cirrosis)
[190]. Esta escala se dicotomizé en dos grupos (Fo-1 vs. F2-4)
considerando que los casos F>2 representa el espectro de fibrosis
significativa con aumento del riesgo de mortalidad y, por lo tanto,
deben considerarse candidatos para ensayos clinicos de terapia

farmacologica [191,192].
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El sistema Non-alcoholic Steatohepatitis (NASH) Clinical Research
Network (CRN) para la gradacion de esteatosis en cuatro estadios: So
(<5%), S1 (5-33%), S2 (34-66%), S3 (>66%) [193]. Esta escala se
dicotomiz6 en dos grupos (So-1 vs. S2-3) ya que los casos S>2
representa el espectro de esteatosis severa con aumento del riesgo de

comorbilidades y mortalidad [14].

La escala Steatosis, Activity and Fibrosis (SAF) para los casos de
EHGNA (grados de inflamacién lobular 0-2) [194] y la escala Batts-
Ludwig para los casos de hepatopatia cronica inflamatoria como las

hepatitis virales y la HAI (grados inflamacién portal 0-4) [195].

= La valoracion de la inflamacion lobular se grad6 en tres
estadios: 0 (ningun foco de células inflamatorias), 1 (< 2 focos
por campo 200x), 2 (= 2 focos por campo 200x); mientras que
la gradacién de la inflamacion portal se realiz6 en cinco
estadios: 0 (ausente), 1 (inflamaciéon leve sin necrosis), 2
(necrosis leve de la interfase), 3 (necrosis moderada de la

interfase), 4 (necrosis severa y difusa de la interfase).

= [Estas escalas también se dicotomizaron entre ausencia o
inflamacion leve vs. inflamacion moderada-severa (SAF 0-1 vs
2, Batts Ludwig 0-2 vs 3-4). El motivo de esta division es debido
a que la inflamacién moderada se asocia con la balonizacién

hepatocelular y la fibrosis [196].

Algoritmo Fatty Liver Inhibition of Progression (FLIP) y el sistema
NASH-CRN para la categorizacion de esteatosis simple y
esteatohepatitis [193,194]. La definicion de esteatohepatitis segun el
algoritmo FLIP se basa en la presencia de esteatosis, inflamaciéon
lobular y balonizacién hepéatica. Una puntuacion >4 en el sistema
NASH-CRN también clasifica a los pacientes dentro del espectro de la
esteatohepatitis (incluye las mismas variables que FLIP, pero no siendo

ninguna imprescindible para su definiciéon) (Figura 14).
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e Escalas de Deugnier y Scheuer para la gradacion de hierro [197,198].
Ambas escalas se dicotomizaron en dos grupos (ausencia vs. presencia
de hierro) ya que la presencia de depositos de hierro se relaciona con

una mayor gravedad de las hepatopatias cronicas [15,199].

» La escala de Scheuer se emple6 por su sencillez, siendo de uso
ampliamente extendido en la practica clinica en pacientes con
hemocromatosis. Se basa en la deteccion de granulos de hierro
hepatocitarios y en las magnificaciones a las que estos discretos
granulos se resuelven al microscopio: Feo (ausencia de
granulos), Fe1 (granulos discernibles tenuemente a 250x de
magnificacion), Fe2 (granulos visibles a 100x), Fe3 (granulos

visibles a 25x), Fe4 (masas visibles a un aumento de 10x).

» Se empled también la escala validada de Deugnier para valorar
los depésitos de hierro no hepatocitarios y su distribuciéon
principal (macrofagos, sinusoides, sistema reticuloendotelial)
en sujetos sin hemocromatosis. Esta escala es mas completa y

por la tanto més compleja, con una puntuacion que abarca

desde 0 hasta 33.
100
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Figura 14: Grafica de puntuaciéon NASH-CRN (Non-alcoholic Steatohepatitis -
Clinical Research Network). A partir de los 4 puntos, se aprecia un cambio en la
probabilidad de padecer esteatohepatitis. Este punto de corte ha sido
seleccionado en este trabajo para definir a los pacientes con esteatohepatitis,
siguiendo la linea de otros grupos de investigacion en EHGNA [124,200,201].
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3.4. Patologia Digital

Todas las preparaciones histologicas se digitalizaron con el escaner Ventana
iScan HT (Roche, Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, USA) para su posterior
procesado como se demuestra en la Figura 15. Las muestras patologicas se
escanearon en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Clinico
Universitario. Se escane6 toda la muestra histolégica utilizando un aumento
optico maximo de 40x y una camara calibrada (4000x4000 pixeles=1 mm?),
conectada a un ordenador personal (Windows 10, i7). Las imagenes se guardaron
con un formato RGB y codificadas con 24 bits de profundidad en el estandar de
archivo de imagen etiquetada (TIFF, Tagged Image File Format). El
almacenamiento multipagina garantiza que cada resolucion (de 5x a 40x) fuera
registrada como una capa individual dentro del archivo TIFF. Se disefio un
software semiautomatico propio, desarrollado en el lenguaje MATLAB
(MathWorks, version R2016a, Natick, Massachusetts, USA) y ejecutado en un
ordenador personal (Intel Core i7-6700, CPU de 3.40GHzy 64GB de RAM), para

analizar todas las imagenes escaneadas en cuatro pasos consecutivos (Figura 16):

1. Preprocesado de las imagenes digitales para la eliminacion de artefactos,
espacios naturales sin rellenar y elementos no deseados como las
cavidades vasculares, los grandes espacios portales con presencia de
colageno estructural, o el tejido conectivo de la capsula de Glisson. Estos
elementos fueron identificados y marcados manualmente por un patologo
utilizando la aplicaciéon Ventana Image Viewer (Ventana Medical Systems,

Inc). Un ejemplo de este primer paso queda ilustrado en la Figura 17 A-C.

2. Extraccion automatica del fondo de la imagen, sin apenas sefial y muy

homogéneo.

3. Aplicacion de un algoritmo de normalizaciéon del color a la imagen
segmentada resultante, basado en el método de Reinhard para minimizar

la variabilidad entre imagenes [202].
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4. Aplicacion de nuevos algoritmos de segmentacion al espacio de interés
resultante para determinar el area proporcional de los distintos sustratos
histologicos. En cualquiera de las cuatro situaciones clave (fibrosis,
inflamacioén, grasa, hierro), el area proporcional se calcul6 dividiendo el
area total del sustrato seleccionado entre el area total de la muestra
analizada, expresada como porcentaje. Este algoritmo computacional se
basa en la umbralizacion a través del color y la forma (deteccion de bordes
y contornos), el anélisis morfol6gico estructural y el realce del color, lo que
permite detectar las distintas tinciones empleadas para resaltar los

sustratos histopatolégicos analizados [203].

En esta Tesis se utiliz6 la tincién Rojo Sirio para la deteccion del colageno, H&E
y la THQ adipofilina para la identificacion de la esteatosis, el marcador CD45+
para la cuantificacion de los infiltrados inflamatorios leucocitarios no especificos,

y la tincién de Perls para los depositos de hierro.

Los datos cuantitativos obtenidos de la patologia digital se expresaron como las
areas proporcionales (%) de colageno (APC), grasa (APG), inflamacion (API) y
hierro (APFe). El colageno estructural de los espacios porta y de las paredes de
los vasos sanguineos que no representan fibrosis patolégica se eliminé en un
primer momento en el flujo de trabajo mencionado para excluirlo de la medicion
del APC. La determinacion del APG incluy6 tanto el area total de esteatosis
macrovesicular como la microvesicular y su combinacion se consider6 como
esteatosis total. La medicién del API incluy6 cualquier infiltrado inflamatorio
teflido positivamente para el marcador CD45, independientemente de su
distribucién portal y/o lobular. La determinacién del APFe incluy6 el area total
de los granulos tefiidos en el interior de hepatocitos, macréfagos y células
sinusoidales, independientemente de su patron de depdsitos en células del

sistema hepatocelular o en el sistema reticuloendotelial.

Se disefi6 una prueba-reprueba de las imagenes digitalizadas para evaluar la
repetibilidad del método. El mismo protocolo de patologia digital, con el mismo
escaner, software y operador, se realizo en dos ocasiones distintas, con meses de

diferencia, para evaluar la reproducibilidad del analisis computacional.
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Para esta prueba, dos pat6logos enmascarados a los datos del estudio volvieron a
revisar las imagenes y a excluir, por separado e independientemente, las regiones

no deseadas de colageno para el analisis digital.

Figura 15: Escaner Ventana iScan HT (Roche, Ventana Medical Systems). Se
introduce la lamina del corte histolégico en el portaobjetos y se digitaliza la
muestra con el escaner para su posterior analisis computacional.
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Fibrosis Steatosis Inflammation Iron

Original
Image

Mask
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Image
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Figura 16: Diagrama de flujo empleado en el anélisis de las iméagenes
digitalizadas. La imagen muestra cuatro cortes histolégicos tefiidos con Rojo Sirio
para  fibrosis,  inmunohistoquimica  adipofilina  para  esteatosis,
inmunohistoquimica CD45 para células inflamatorias y tincion de Perls para los
depositos de hierro En primer lugar se realiza una extraccién del fondo de la
imagen original. Posteriormente se aplica una mascara basada en la deteccion de
contornos y bordes, analisis morfolégico estructural y realce de color. La
segmentacion de las imagenes determino el area proporcional de las diferentes
caracteristicas histologicas (colageno, grasa, inflamacion y hierro).
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Figura 17: Preprocesado de las imagenes digitales para la eliminacion de areas
que no deben de ser incluidas en el analisis computacional: colageno estructural
de grandes espacios portales, tejido conectivo de la capsula hepatica y cavidades
vasculares (imagenes A-C, respectivamente). Estos elementos no patologicos
fueron manualmente eliminados en un primer paso para evitar su inclusion en el
analisis digital.

3.5. Evaluacion clinica y biomarcadores no invasivos de

primera linea

Se recogieron diversas variables clinicas, analiticas y elastograficas para la
completa caracterizacion de nuestra cohorte de estudio. Las variables
demogréficas y séricas se obtuvieron el mismo dia de la biopsia hepéatica por
medio de una entrevista clinica con el paciente y de una analitica sanguinea tras
la extraccion de sangre en ese mismo momento. Los datos elastograficos se
obtuvieron mediante ecografia con diferentes equipos. Todas estas variables se
recogieron atendiendo a las recomendaciones del grupo de trabajo Liver Forum
para la estandarizacion de los datos recogidos en los ensayos clinicos
farmacologicos de la EHGNA [166].
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Variables clinicas

Se recogieron las siguientes variables en el momento de la encuesta clinica.
- Sexo, edad (afios) e indice de masa corporal (IMC: kg/m2).

- Comorbilidades: diabetes mellitus (DM), hipertension arterial, dislipemia,
sindrome metabdlico, fumador, hipotiroidismo. La hipertension arterial se
defini6 como presion arterial sistolica >140 mmHg y presion arterial diastolica
>90 mmHg o pacientes en tratamiento activo con antihipertensivos. La DM se
defini6 como niveles de glucosa en ayunas >126 g/dl o pacientes en tratamiento
activo con antidiabéticos. La dislipemia y el sindrome metabdlico se
diagnosticaron en base a los criterios del Panel de Tratamiento de Adultos III

[167].

- Factores de riesgo cardiovascular: presion arterial sistblica, presion arterial
diastolica, presion arterial media, escalas de Framingham (Framingham Risk
Score Cardiovascular Disease) [168] y ASCVD (Atherosclerotic Cardiovascular
Disease risk algorithm de la American College of Cardiology y la American
Heart Association (AHA/ACC 2013)) [169]. Estas escalas estan disenadas para
predecir la probabilidad de sufrir un evento cardiovascular a 10 afios [170]. El
riesgo cardiovascular se defini6 segin (I) la escala Framingham como bajo
(<10%), intermedio (10-20%) y alto (>20%); (II) la escala ASCVD como bajo
(<5%), intermedio (5-7,5%) y alto (>7,5%) [171,172].

- Etiologia de la hepatopatia cronica: EHGNA, enfermedad hepatica por alcohol,
VHC, VHB, hepatitis autoinmune (HAI), colangitis biliar primaria (CBP),
hemocromatosis. Los sujetos con EHGNA se definieron por la presencia de
transaminasas elevadas y evidencia de esteatosis hepéatica en la ecografia, ademéas
de obesidad (IMC=25), DM o desregulacién metabdlica [5]. Sus criterios
definitorios se ajustan a la nueva definicion de enfermedad hepatica metabolica
aunque en esta Tesis Doctoral se le ha denominado enfermedad hepatica grasa

no alcohodlica.

- Escalas de funcién hepética: puntuaciones de Child-Pugh y MELD [173,174.].

70



Material y Metodos

Variables analiticas

Se obtuvieron los siguientes datos analiticos de la muestra obtenida momentos

antes de la biopsia hepética:

- Analitica sanguinea: glucosa (mg/dL), bilirrubina (mg/dL), aspartato
aminotransferasa (AST; U/L), alanina aminotransferasa (ALT; U/L), ratio
AST/ALT, gamma-glutamil transferasa (GGT; U/L), fosfatasa alcalina (FA; U/L),
creatinina (mg/dL), triglicéridos (TG; mg/dL), colesterol (mg/dL), HDL
colesterol (mg/dL) LDL colesterol (mg/dL), tiempo de protrombina (sec), INR,
plaquetas (109/L), hemoglobina (g/dL), ancho de distribucion eritrocitaria (%),
ferritina (ng/mL), albimina (g/dL), neutrofilos (103/ulL), linfocitos (103/uL),

monocitos (103/uL), eosinofilos (103/uL).

- Biomarcadores séricos (las féormulas para el calculo de las distintas

puntuaciones estan resumidas en la Tabla 1):

e Fibrosis: APRI, BAAT, FIB-4, BARD y NAFLD fibrosis score [175,179].

e Esteatosis: Hepatic Steatosis Index (HIS), indice Triglicéridos -
glucosa (TyG Index) [180,181].

e Inflamacion: ALT (valor referencia 1-31 U/L), AST (valor referencia 1-
31 U/L) y GGT (valor referencia 1-38 U/L) [182].

e Hierro: ferritina. Los valores de normalidad se definieron como <200
ng/mL en mujeres y <300 ng/mL en hombres, de acuerdo con el

trabajo Hemochromatosis and Iron Overload Screening Study [183].
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Biomarcador Componentes Féormula Prediccion
AST (U/L) /
APRI AST, plaquetas plaquetas (109/L)] x Fibrosis
100
[Edad (anos) x AST
FIB-4 AST, ALT, (U/L)] / [plaquetas Fibrosis
plaquetas, edad
’ (109/L) x ALT (U/L)]
-1.675 + 0.037 x edad
n IMC
Edad, IMC, AST, | (2108) +0.094x
ALT, plaquetas Ekg/ m?) + 1';3 x DM
L >, si=1, no= 0) + 0.99 . .
NAFLD FS albuerlllltl:rtdg;i(;emla x ratio AST/ALT - Fibrosis
ayunas/DM 0.013 x plaquetas
yu (109/L) - 0.66 x
albimina (g/dL)
IMC = 28: 1 punto
Edad = 50 afios: 1
punto
BAAT IMC, edad, ALT, TG ALT > ox ULN: 1 Fibrosis
punto
TG = 1.7 mmol: 1
punto
AST/ALT = 0.8; 2
puntos
AST, ALT, IMC, . .
BARD DM IMC = 28: 1 punto Fibrosis
DM: 1 punto
8 x ALT/AST + IMC
HSI Sex?l’\fcs%ﬁLT’ (+2 si DM; +2 si Esteatosis
’ mujer)
. log [TG (mg/dL) x .
Indice TyG TGy glucosa glucosa (mg/dL) / 2] Esteatosis

Tabla 1: Resumen de biomarcadores séricos de primera linea empleados en la
practica clinica habitual para el diagnostico no invasivo de fibrosis y esteatosis

hepatica. La tabla resume los parametros que incluye cada parametro y su
férmula de adquisicion.
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Variables elastograficas

Estas mediciones expresan la elasticidad hepatica y se obtuvieron en todos los

pacientes con al menos 6 horas de ayunas a solidos:

Elastografia de transicion - FibroScan® (unidades: kPa para la
elasticidad hepatica, y dB/m para el parametro de atenuacion
controlada (CAP)). Se obtuvieron los datos de FibroScan en todos los
centros participantes. Se emple6 el mismo aparato de FibroScan
(Echosens, Paris, Francia) en los tres hospitales. La exploracion se
realizO por operadores con experiencia que previamente habian
realizado al menos 300 determinaciones en pacientes con enfermedad
hepatica cronica. Las mediciones se consideraron véalidas cuando el
intervalo RIQ/mediana no superaba el 30% [184]. El tipo de sonda

empleada (M, XL) se recogio en todos los pacientes.

Elastografia por onda de cizallamiento integrado en los dispositivos de
ecografia convencional. La exploracion fue realizada por un radiélogo
experto en ecografia abdominal en condiciones de enmascaramiento
respecto a los datos clinicos e histologicos. Se emplearon las siguientes

técnicas:

» Elastografia de onda de cizallamiento puntual (pSWE, point
Shear Wave Elastography) — ARFI (Acoustic Radiation Force
Impulse) (unidad: m/s). Esta exploraciéon se realiz6 en el
Hospital Universitario y Politécnico La Fe con equipos Siemens
utilizando el Virtual Touch Quantification (Siemens medical

Solutions, Mountain View, California, USA).

» Elastografia de onda de cizallamiento de dos dimensiones (2D-
SWE, 2D Shear Wave Elastography), SSI (Supersonic Shear
Imaging) (unidad: kPa). Esta exploracion se realizo en el
Hospital Clinico y se empled el dispositivo Aixplorer

(Supersonic Imagine, Aix-en-Provence, Francia).
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3.6. Protocolo de imagen RM

Todas las adquisiciones de RM se realizaron empleando un escaner de 3 Tesla de
intensidad de campo magnético (Achieva TX, Philips Healthcare, Holanda) con

una bobina de superficie con una matriz de 16 canales en fase.
El protocolo de imagenes de RM incluy6:

e una secuencia 3D-T1 de alta resolucién (THRIVE).

e una secuencia de difusiéon con multiples valores b.

e una secuencia EG 3D-T1 con angulos de inclinacion variables.

e una secuencia EG multieco con desplazamiento quimico (MECSE).

e una secuencia STIR de supresion grasa.

La Tabla 2 resume el protocolo de RM que se ha utilizado en esta Tesis Doctoral.
Las dimensiones en plano de los voxeles fueron de 3x3 mm, con un grosor de
corte de 7 mm y una separacion entre cortes de 0,3 mm. La media de tiempo total
de adquisicion fue de 20 minutos (2 minutos). La RM se realiz6 en la Plataforma
de Radiologia Experimental y Biomarcadores de Imagen (PREBI) situada en el
sotano de la Torre A del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe. La RM se
obtuvo dentro de un margen temporal estricto, nunca superando una diferencia

méaxima de 4 semanas con respecto a la biopsia hepatica.

Las imagenes de RM se analizaron por un radidlogo con 10 afios de experiencia
en estudios de RM del abdomen, en condiciones de enmascaramiento respecto a
los datos clinicos e histologicos. Aquellas imagenes con presencia de lesiones
incidentales que sugirieran una enfermedad neoplasica fueron excluidas y el

paciente avisado.
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3.7. Analisis de la imagen RM

La informacion contenida y generada por las imagenes de RM permite abordar la
cuantificacion de todos aquellos componentes tisulares implicados en los
cambios patoldgicos principales de la hepatopatia cronica difusa (fibrosis,
esteatosis, inflamacion y depositos de hierro). Esta informacién proporciona
datos sobre la magnitud y distribuciéon de los cambios tisulares en el parénquima

hepatico.

Previo al procesado de las diferentes imagenes de RM, los ficheros DICOM se
transformaron al formato NIFTI (software dicom2nii) para su mejor
procesamiento informatico. Todas las mediciones fueron realizadas sobre las
diferentes radiones de interés (ROI) seleccionadas sobre las imagenes THRIVE.

Para ello se utilizo el software libre ITK-SNAP 3.6.0 (Figura 18) [204].

Para la seleccion de las 3 ROI se respetaron las siguientes reglas estandarizadas
[205]: (I) evitar la seleccion de regiones artefactadas por movimiento o con mala
relacion senal frente a ruido; (II) seleccionar tres ROI de 16 mm de tamafio para
valorar la representatividad y heterogeneidad de la distribuciéon de la afectacion
en las enfermedades hepaticas difusas; (III) localizar las 3 regiones en el 16bulo
hepatico derecho, por debajo de la bifurcacién de la vena porta derecha,
segmentos inferiores V-VI, ya que corresponde al mismo lugar donde se realiza
la biopsia hepatica; (IV) evitar la inclusién de vasos sanguineos, vesicula biliar y
tracto de la biopsia; y (V) se selecciond también en una ROI de 10 mm de tamafio
en la grasa del tejido celular subcutaneo para analizar el ratio de la intensidad de
sefial del higado frente a grasa en las imagenes STIR (H/G-STIR). La seleccién
de las 3 ROI se realiz6 por duplicado con dos investigadores hepat6logos cegados
a los datos clinicos e histolégicos. El analisis de las ROI se realiz6 voxel a voxel
por un cientifico computacional, utilizaindose el promedio de los valores de las

regiones seleccionadas como parametro representativo.
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Figura 18: Seleccion de regiones de interés (ROI) para el andlisis radiomico.
Notese como las ROI del higado (circulo rojo) evitan la inclusion de vasos
sanguineos, vesicula biliar o una localizacibn muy periférica. Se seleccion6
también una ROI en la grasa subcutanea (circulo verde) para el analisis STIR.

Las imagenes se procesaron utilizando un software propio escrito en MATLAB y
ejecutado en un ordenador personal (Intel Core i7-6700). Para garantizar unos
resultados con estimaciones fiables y precisas se controlaron los sesgos
inherentes a la variabilidad de la sefial en RM, se preprocesaron todas las
imagenes previo a su analisis. Dado que todas las variables analizadas influyen
en la senal final de las imagenes obtenidas en RM por su influencia en
propiedades intrinsecas como los tiempos de relajacion, todas las caracteristicas
histologicas evaluadas en esta Tesis deben estimarse de manera simultanea. En
el procesamiento de las imagenes previo al analisis computacional radiémico se
procedi6 a eliminar el ruido de la imagen y asegurar la coherencia entre los
voxeles adquiridos en distintas series, como entre valores b en difusion o entre
ecos en la secuencia MECSE. Para este fin se emplearon filtros para reducir el
ruido tipo non-local means y para eliminar las inhomogeneidades de campo con
el filtro N4.

Para garantizar la coherencia espacial entre imagenes se utiliz6 un registro entre
adquisiciones dentro de una misma serie y entre series para las imagenes de
Difusion, T1 con angulo variable, MECSE y STIR. En el registro de adquisiciones

en una misma secuencia (registro intra-secuencia), las imagenes de difusién con
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multiples valores b se registraron a la imagen del primer valor b, las imagenes T1
con diferentes angulos de inclinaciéon se registraron al primer angulo de
inclinacion, y las imagenes MECSE con los diferentes tiempos de eco se
registraron al primer tiempo de eco. Todas estas series de imagenes y las
imagenes STIR, obtenidas con un tiempo de inversién (TI) de 230ms, se
registraron sobre las imagenes THRIVE (registro inter-secuencia) de alta
resolucion mediante métodos de registro no lineal basados en B-splines, dada la
deformabilidad que presenta el higado por los movimientos respiratorios (Figura
19). Los métodos de registro empleados estuvieron basados en método no rigidos
para el registro inter-secuencia y rigidos para el registro intra-secuencia

utilizando la toolbox de Elastix v.4.8 [206].

Tras estos primeros pasos de seleccion de las ROI, preparacion y registro se
cuantificaron los diferentes parametros derivados de cada una de las secuencias
(Tabla 2). La distribucion de los parametros se analizo con los valores

descriptivos de la media, mediana, desviacion estandar (DS), percentil 25y 75 (p

25y P75)

MR Images Registration ROI Segmentation Processing

IVIM-DWI Maps

DKI-DWI Maps STE-DWI Maps

¢T1 Maps

T1-VFA

« Flip Angles () “ Flip Angles ()

“ Flip Angles (%)
STIR Maps

Affine + B-spline
————

STIR

Figura 19: Proceso de obtencion de imagenes y analisis radiomico: secuencias
de adquisicion, registro, seleccién de ROI y extracciéon de datos.
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Difusion

Para la secuencia de difusién, se utilizaron cinco modelos distintos de
caracterizacion de la pérdida de la senal, obteniendo diferentes parametros
cuantitativos los cuales se pretende correlacionar con la fibrosis y la inflamaciéon
hepatica. Los modelos de difusion que se utilizaron, sus formulas de anélisis y sus

parametros extraidos son los siguientes:

1. Ajuste monoexponencial sobre la curva creada con las intensidades de
senal de la imagen adquirida con el b-valor més bajo (0 mmz2/s) y con el b-
valor mas alto (1000 mmz2/s). Este es el iinico modelo que no considera
todos los valores b de la curva de intensidad de senal para cada voxel. La
Formula 1 permitié obtener el parametro conocido como Coeficiente de
Difusiéon Aparente monoexponencial para dos b-valores dados (ADC,

mm?/s) [157].
Formula 1: ADC = —(InSp.— InSy,) / (b2 — b1)
ADC: coeficiente de difusion aparente.
S: intensidad de sefial
b1: primer b-valor (0 mm?2/s)

b2: segundo b-valor (1000 mmz2/s)

2. El modelo IVIM (IntraVoxel Incoherence Motion) permiti6 obtener los
siguientes parametros aplicando la Férmula 2 [207]: el Coeficiente de
Difusién Aparente biexponencial (ADC, mmz2/s), el porcentaje del
volumen microvascular o fraccion de perfusion (f, %), el coeficiente de
difusion molecular real del agua (D, mm2/s), y coeficiente de
pseudodifusion relacionado con la microcirculacion incoherente (D*,

mm?2/s).
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Formula 2: S/So = feo(@+D") + (1-f) ebD

S: intensidad de senal
So: intensidad de sefial con b-valor de 0 mm?2/s
b: valor b
f: fraccion de perfusion
D: coeficiente de difusion

D*: coeficiente pseudoperfusion

3. El modelo Kurtosis (DKI, Difusion Kurtosis Imaging), permitio obtener el

Coeficiente de Difusion Aparente (Dapp, mm2/s) y el valor de Kurtosis

(Kapp, a.u.) aplicando la Férmula 3 [208].

S(n, b)
So

Formula 3: In

1
= —bDapp(n) + gszapszapp(n)

S: intensidad de sefial
So: intensidad de sefial con b-valor de 0 mm?2/s
b: valor b
Dapp: coeficiente de difusiéon aparente

Kapp: valor de kurtosis

4. El modelo Stretched (STE, Stretched-Exponential Model) permitio

calcular el Coeficiente de Difusién Distribuida (DDC, mm2/s) y el indice

de heterogeneidad intravoxel (a, a.u.) con la Formula 4 [209].
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Férmula 4: Sp = Spexp{—(bx DDC)“}

Sp: intensidad de senal a un determinado valor b
So: intensidad de sefial con b-valor de 0 mm?2/s
b: valor b.

DDC: coeficiente de difusion distribuida

a: indice de heterogeneidad intravoxel

5. El modelo de Elastografia virtual basada en IVIM proporciona
estimaciones cuantitativas de la rigidez del tejido hepatico sin utilizar
dispositivos que emitan vibraciones mecéanicas como en la Elastografia por
RM o elastografia de transicion. En este modelo se calcul6 el médulo de
cizallamiento del higado a partir de las imagenes de difusién (u, kPa)
mediante el caculo del Coeficiente de Difusion Aparente desplazado
(sADC, shifted ADC). Para ello se utilizo la senal de las imagenes obtenidas
con los valores b de 200 y 1500 mm?2/s. Esta medicion se ha publicado que
esta relacionada con la fibrosis hepatica. Para ello se emple6 la Formula 5

y sus valores constantes a y § [210].
Formula5:  ygirr(kPa) = a - SADC(mm?/sec) + fB
SADC (mm2/s): In (Sz00 / Si500)/1300

S.00: intensidad de sefial con b-valor de 200 mm?2/s
Si500: intensidad de sefial con b-valor de 1500 mm?2/s

sADC: coeficiente de difusiéon aparente desplazado

a: -12.740
B: 14.0
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Mapas t1

A partir de las imégenes de la secuencia T1 se calcul6 el tiempo de relajacion T1
(ms) de cada voxel aplicando un ajuste de curvas a la ecuacion de Ernst, voxel a
voxel, a las senales obtenidas con los valores de intensidad respecto a los
diferentes angulos de inclinacion (Figura 20). Su valor se ha correlacionado con

la fibrosis hepatica y su férmula de adquisicion es la siguiente [211]:

Formula 6:
_TR
—e Tt .
Mz(en) = MO TR Sln(en)
1—cos(0,)e T

M,: magnetizacion en equilibrio cuando el vector de magnetizacion neta

apunta en la direccién del campo magnético aplicado Bo.

T1: tiempo transcurrido hasta que la diferencia entre la magnetizacién
longitudinal (M) y su valor de equilibrio (M,) se reduzca en un factor de

e.
TR: tiempo de repeticion.

On: angulo de inclinacion.
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T1-mapping (ms)

Signal Intensity (a.u.)

20 25
Flip Angle (°)

Figura 20: Mapa paramétrico del tiempo de relajacion T1 como expresion de la
concentracion del coldgeno en el parénquima hepatico (imagen izquierda). La
imagen de la derecha muestra la grafica de pérdida de la senal en T1 con
diferentes angulos de inclinacién (flip angel °).

MECSE, Multiecho Chemical Shift Encoded

En las imagenes obtenidas con la secuencia MECSE se aplic6 un modelo para
ajustar las curvas de intensidades a la complejidad espectral de la grasa
considerando los seis picos de frecuencia relacionados con el desplazamiento
quimico de todos los componentes de la grasa (Figura 7). El objetivo de este ajuste
multipico es separar de manera precisa la cantidad de agua y grasa que contiene
cada voxel sin incertidumbres de componente principal. Se utilizé un 4ngulo de
inclinacion del 10° para minimizar el sesgo T1ya que la intensidad de sefial inicial
del agua y la grasa es diferente. Para evitar la posible influencia de la presencia
de hierro en el voxel se corrigi6 el efecto T2* tanto para el agua como para la
grasa. Aplicando la Formula 7 y 8 se calcularon los pardmetros de FGDP
(expresado en %) y la cantidad del hierro hepéatico (considerada como R2w*, s)

[212].
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Foérmula 7:
Pf
FGDP = ———
G Pf + Pw
Pw: senal del agua
Pf: senal de la grasa
FGDP: fraccion grasa por densidad protonica (0-100%)

Formula 8:

Sn (prF(bOfBR;WREF)
p

—R TE 12 TE, —R,:TE [ 2nfgzTE
— pWe 2W 5 +n _|_ pFZ apel an.p ne 2F " +=n el((b0+ ﬂ'fB n)

p=1
Pw: senal del agua

TEn: tiempo de eco (0.9, 1.5, 2.2, 2.9, 3.5, 4.2, 4.9, 5.5, 6.0, 6.2, 6.8, 7.5,
8.2)

Pf: senal de la grasa
ap: ajuste del modelo al peso ponderado de las frecuencias seleccionadas.

frp: frecuencia de los diferentes picos de resonancia de la grasa (5.48,

4.20, 2.75, 2.26, 1.43 y 0.90 ppm, pico 1 al 6 respectivamente)
0: fase de orden cero (rad)

Jfs: fase de primer orden (rad s)
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Tras el calculo de R2*, se empleo la formula de conversion de Henninger para
obtener el valor de concentracién de hierro hepatico (CHH) en pmol/gr
(R2*/2,31 + 4,8) [106]. Se consider6 sobrecarga de hierro cuando la CHH>36
umol/gr [122]. Las imagenes de esta secuencia MECSE se emplearon también
para calcular el perimetro abdominal de los pacientes (Figura 21). Se emple6 un
modelo basado en Inteligencia Artificial con redes neuronales convolucionales
(CNN) de Aprendizaje Supervisado para la segmentacion automatica de todo el
abdomen. Una vez segmentado el estudio, de los tltimos cuatro cortes de la
imagen, representando la parte mas préxima al ombligo del paciente, se calculd
el contorno de la méscara como la mejor estimacion del perimetro abdominal

(cm) del paciente.

Figura 21: Segmentacion automatica de todo el abdomen. A diferencia de la ROI
del higado, la region de interés es la circunferencia abdominal completa (color
rojo) para calcular el perimetro abdominal.

STIR, Short Time Inversion Recovery

Para las imagenes adquiridas con la secuencia STIR se calcul6 la relacién entre la
intensidad de la sefial del higado con respecto a la de la grasa (H/G, %) como

estimacion de la cantidad relativa de agua y, por lo tanto, del edema y actividad
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necroinflamatoria en el parénquima hepatico. Para ello se utiliz6 la Formula 9

[125].

Foérmula 9:
. S
RathSTIR - 2H
Sg

SH: intensidad de sefial en el higado

SG: intensidad de sefial en la grasa

3.8. Estadistica

Las variables continuas se expresaron como la media + DS, o mediana y rango
interquartilico (RIQ), mientras que las variables categoéricas lo hicieron como
frecuencia absoluta y su porcentaje (%). La normalidad de las variables se analizo
mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov y los graficos Q-Q (cuantil-cuantil).
Un primer anélisis univariante evalu6 el grado de asociacién entre las variables
continuas de la patologia digital, biomarcadores de primera linea y de la imagen
de RM con las variables categoricas de los grados histologicos mediante las
pruebas ANOVA post-hoc de Bonferroni o la no paramétrica de Kruskal-Wallis
post-hoc de Tukey, segiin se requiriera, ademas del coeficiente de correlaciéon de
Pearson (r). Los resultados del analisis ANOVA se expresaron con el valor del
estadistico F (variacion entre las medias de las muestras / variacion dentro de las
muestras). La fuerza de la correlacién de Pearson se interpret6 de acuerdo con la
siguiente escala: 0-0,19 = muy débil; 0,2-0,39 = débil; 0,40-0,59 = moderada;

0,60-0,79 = fuerte; y 0,80-1,0 = muy fuerte [213].

Las diferencias entre las distribuciones pareadas del parametro APG (%)
obtenidas con las técnicas de IHQ adipofilina y la tinciéon con H&E se evaluaron
con la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para datos pareados. Para

evaluar la repetibilidad del analisis de la patologia digital se calcularon el
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Coeficiente de Variacion (CoV) y el Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCI)
con un IC95%. Unas medidas obtenidas del CoV <15% y de la CCI >0,85 en una
prueba-reprueba se consideraron como aceptables para validar la técnica
analizada [21]. La reproducibilidad de la imagen RM ya ha sido evaluada por

nuestro grupo de investigacion, obteniendo un CCI >0,86 [140].

Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) y PR (Precision-Recall)
evaluaron el rendimiento diagnostico de las mediciones obtenidas de la patologia
digital y de la imagen de RM frente a poblaciones dicotomizadas de los distintos
sustratos histologicos (ver seccion Anatomia Patologica). Se obtuvo el valor del
area bajo la curva (AUC) con un intervalo de confianza del 95% (1C95%) y se
determinaron los puntos de corte 6ptimos para discriminar las diferentes
poblaciones mediante el indice de Youden para asi maximizar la sensibilidad y
especificidad de las observaciones [214]. Para cada punto de corte se calcularon
la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo

negativo (VPN), exactitud, y la precision y recuperacion (precision and recall).

Las medidas de precisiéon derivadas de las curvas ROC son métodos tradicionales
y bien explorados en la literatura cientifica para describir la exactitud de una
prueba diagnostica cuando tenemos un patrén de referencia dicotémico. Para las
pruebas cuyos patrones de referencia no son binarios y cuando forzar su
dicotomizacion puede conducir a sesgos e inconsistencias en las estimaciones, la
medida de Obuchowski ha demostrado ser un método eficiente para evaluar la
precisién diagnostica en los casos que la variable respuesta es de tipo ordinal
[215-217]. La medida de Obuchowski permite eliminar el sesgo relacionado con
la distribucién de la variable ordinal, evaluar clasificaciones multiclase y corregir
la inflacién del error tipo I o falso positivo. El esquema de ponderaciéon y la matriz
de penalizacién incluidos en su férmula matematica permite ajustar la
importancia del error entre clases (Figura 22). Su estimacion global refleja de
manera mas realista las condiciones de la practica clinica diaria con las que se
enfrentan los médicos en la toma de decisiones. El ejemplo de la clasificacion de
fibrosis (Fo-4) con este método refleja que el fallo en la estimacion diagnostica
entre clases cercanas como Fo (realidad histologica) y F1 (prueba diagnostica),
no puede ser penalizado de la misma manera que entre clases lejanas como Fo

(realidad histologica) y F4 (prueba diagnostica). Asi pues, la distancia del error
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entre clases marca la penalizacion otorgada por el modelo (desde 0,25 hasta 1

punto).

Se realiz6 un analisis multivariante para construir los modelos de prediccion con
valores multiparamétricos obtenidos con la RM tomando la informacion
histolégica como variable respuesta. Para las variables histolégicas dicotomicas y
categoricas (sistemas de puntuacion anatomopatologicos tradicionales) se han
utilizado los métodos estadisticos de regresion logistica, Random Forest, Partial
Least Squares Regression Discriminant Analysis (PLS-DA). Para las variables
histolégicas cuantitativas (patologia digital) se han utilizado los modelos
estadisticos de regresion PLS y k-nearest neighbors (KNN, k-vecino maés

cercano).

La técnica de regresion logistica binomial se ha utilizado para variables
dicotomicas (por ejemplo, fibrosis significativa) y la regresion logistica ordinal
para las variables categoricas (por ejemplo, fibrosis score) [218]. Para la seleccion
de parametros se emple6 un método paso a paso aplicado utilizando el criterio de
informacion de Akaike y la importancia relativa de cada parametro se evalu6
mediante la prueba paramétrica de Wald. Random Forest es una técnica basada
en arboles de decision (Classification and Regression Trees) que permite reducir
la varianza de las predicciones combinando los resultados de varios clasificadores
o sets de datos, cada uno de ellos modelados con diferentes subconjuntos o
particiones de variables tomados al azar (random) de la misma poblacién diana.
Cada arbol da una prediccién (vota por una clase) y el resultado es la clase con
mayor namero de votos en todo el bosque (forest) [219]. La regresion PLS
construye modelos de regresion maximizando la covarianza entre las variables
explicativas y las respuestas. En esta Tesis Doctoral se ha utilizado este método
en su version discriminante (PLS-DA) que utiliza como variable respuesta una
variable dicotomica [220]. La regresion KNN se basa en el método de
clasificacion supervisada no paramétrico K-Nearest Neighbor [221]. El método
opera tomando como base una medida de distancia entre puntos, siendo la
distancia euclidea la que se ha empleado en nuestro anélisis. Cuando se introduce
una observacion que queremos predecir, se calculan las distancias del punto que
queremos clasificar respecto a todos los puntos de las variables analizadas y se

seleccionan los puntos mas proximos. Se calcula la proporcion de los k-puntos
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que pertenece a cada una de las poblaciones y se clasifica la observacién en la
poblacion con mayor frecuencia de puntos en los k-vecinos mas cercanos. El error
cuadratico medio (RMSE) mide la cantidad de error que hay entre dos conjuntos

de datos al comparar un valor predicho y un valor observado o conocido.

El tamafio muestral minimo que debia recoger y analizar esta Tesis Doctoral se
calculo6 para el objetivo principal de evaluar el rendimiento diagnostico de las
métricas obtenidas a partir de la imagen RM como estimacién de los distintos
sustratos patologicos en las hepatopatias cronicas difusas. Se asumi6 una tasa de
pérdida del 10%, un nivel de confianza del 95%, una potencia del 80%, una
precision de la estimacion del 5% y una proporcion esperada de lesiones
histologicas significativas en torno al 40% (Anexo 1, Tablas 2-5), obteniendo un

tamafio muestral final minimo de 150 pacientes.

Los analisis estadisticos se realizaron con el paquete de software SPSS (version
24; SPSS, IBM, Chicago, Ill) y de computacion estadistica R 3.5.3 (R Core Team,
2020). Para todas las pruebas, se consider6 estadisticamente significativo un

valor de p de dos colas <0,05.

Realidad: Anatomia Patoldgica ‘

F1 F2 F3 F4

FO 0 0,25 - 0,75 1
F1 0,25 0 0,25 - 0,75
F3 0,75 - 0,25 0 0,25
F4 1 0,75 - 0,25 0

6" =1.0 - ET: ET Wil (t,5)-(1 — By)

t=1)(s=>1

m
(=]

‘ Estimacidn: Imagen RM ‘

Figura 22: Aplicacion del modelo estadistico Obuchowski en la clasificacion de
fibrosis. Férmula matematica de penalizacion ente clases (Formula 10).
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REsuLTADOS

4.1. Caracteristicas de la poblacion

Se incluyeron 197 pacientes con enfermedad hepatica cronica sometidos a biopsia
hepatica. De esta muestra inicial se excluyeron 30 sujetos por diferentes motivos
(Figura 23). Destaca que la principal causa de exclusion de pacientes fue el
excesivo perimetro abdominal que superaba las dimensiones de la circunferencia
de la bobina de superficie de RM. Esto se debe a que la etiologia principal de la
hepatopatia cronica estudiada en esta Tesis Doctoral es la EHGNA (n=102, 61%)
(Figura 24). En nuestra poblacion se observo una alta prevalencia de obesidad
(IMC medio = 28,4+5,1 kg/m?2) y sindrome metabdlico (n=64; 38%). En esta
linea, también es de interés describir que la poblacién incluida presentaba un
riesgo cardiovascular intermedio (mediana = 6,2, [1,7-15,5]) definido segin los
criterios de la escala ASCVD. Las caracteristicas basales clinicas y analiticas de la
muestra final, constituida por 167 sujetos, estdn resumidas en la Tabla 3. El
Hospital Clinico Universitario fue el que mas pacientes incluy6 con 135 casos
(69%), seguido del Hospital Universitario y Politécnico La Fe con 50 casos (25%)

y el Hospital Arnau de Vilanova con 12 casos (6%).

En el momento de la biopsia hepatica, el 96% de los pacientes tenian una funcién
hepética conservada con una puntuaciéon Child-Pugh = 5+0,4 y MELD = 7+1,5 de
(media + DS). Solamente 6 pacientes habian presentado descompensacion
hepéatica previa (tres ascitis, dos hemorragias por varices esofagicas y una
encefalopatia hepatica). La mediana del tiempo transcurrido entre la RM y la

biopsia hepatica fue de 18 dias (RIQ: 12-24).
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Caracteristicas clinicas Casos
Género (masculino/femenino) 69 (41%) / 98 (59%)
Edad (anos) 55 + 12
IMC (kg/m?2) 28,4 £ 5,1
Hipertension arterial 75 (45%)
Presion arterial media (mmHg) 92 + 14
DM 55 (33%)
Dislipemia 105 (63%)
Sindrome metabélico 64 (38%)
Hipotiroidismo 22 (13%)
Fumador 47 (28%)
Framingham 8(3—11)
ASCVD 6,2 (1,7 — 15,5)

Caracteristicas analiticas Casos
AST (U/L) 39 (29 — 59)
AST (U/L) 49 (36 — 76)
AST/ALT 0,84 (0,66 — 1,02)
GGT (U/L) 82 (47 — 186)
FA (U/L) 92 (70 — 128)
Colesterol (mg/dL) 192 + 42
Triglicéridos (mg/dL) 127 + 74
LDL (mg/dL) 117 + 34
HDL (mg/dL) 56 + 17
Creatinina (mg/dL) 0,77 + 0,19
Bilirrubina (mg/dL) 0,6 (0,45 — 0,82)
Albtimina (g/dL) 4,4 (4,2 — 4,6)
Plaquetas (109/L) 234 + 73
Ferritina (ng/mL) 98 (46,5 — 219,5)
Leucocitos (103/uL) 6,7 (5,8 — 8,0)
Neutrofilos (103/ul) 3,5 (2,8 — 4,6)
Linfocitos (103/uL) 2,3+ 0,8
Monocitos (103/uL) 0,6 (0,5 — 0,7)
Hematies (109/L) 4,78 (4,45 — 5,11)
Ancho de Distribucion Eritrocitaria 13,2 (12,7 — 13,9)
(%)
INR 1(1-1,1)
Tiempo de Protrombina (seg) 12,04 + 1,25

Tabla 3: Caracteristicas basales de la poblaciéon estudiada. Los datos se expresan
como media + DS cuando la distribucion es normal, mediana (con su RIQ)
cuando la distribuciéon es asimétrica, o frecuencia (porcentaje) en caso de
variables cuantitativas.
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Poblacion inicial:
197 pacientes

* 8 (27%): perimetro abdominal mayor que la circunferencia de la bobina
* 4 (13%): claustrofobia durante la exploraciéon (RM no completada)
« 5 (17%): muestra histolégica insuficiente para una adecuada valoracion
30 pérdidas (15%) | « 6 (20%): revocacién del consentimiento informado

o « 1 (3%): presencia de células tumorales en la biopsia
2 (7%): criterio temporal (transcurso de > 1 mes entre la biopsia y RM)
* 3 (10%): contraindicacién para la realizacion de la RM
* 1 (3%): imagen de RM muy artefactada

\/ S

Serie final estudiada:
167 pacientes

Figura 23: Diagrama de flujo del estudio.

| EHGNA (n: 102; 61%)

" HAI(n: 29; 17%) |

| Alcohol (n: 10; 6%)

CBP (n: 8; 5%)
VHB (n: 6; 4%)

Hipertransaminasemia (n: 6; 4%)

VHC (n: 4;2%) | |
Hemocromatosis (n: 1; 0,5%) |

[ Toxica (n: 1;0,5%) |

Figura 24: Diagrama sectorial que muestra la distribucién de las distintas
etiologias de las hepatopatias crénicas incluidas en el estudio (n=167).
Abreviaturas: EHGNA, enfermedad hepatica grasa no alcohdlica; HAI, hepatitis
autoinmune; CBP, colangitis biliar primaria; VHB, virus hepatitis B; VHC, virus
hepatitis C.
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4.2. Histologia: correlacion con patologia digital

La mediana del tamaiio de las muestras histoldgicas incluidas en el estudio fue de
20 (17—23) mm, incluyendo de promedio 10 (7—13) espacios porta valorables.
Unicamente se excluy6 cinco muestras por tejido histolégico insuficiente para
una adecuada interpretacion (Figura 23). Las distribuciones de los distintos
componentes histologicos y las métricas del analisis de patologia digital se

resumen en la Tabla 4.

La revision histologica mostré que el 44% de casos tenia fibrosis significativa
(F=2, n=73), el 39% esteatosis significativa (S>2, n=65) y el 21% presentaban
sobrecarga de hierro (Scheuer>1, n=36). De los pacientes con EHGNA, el 63%
mostraron lesiones de balonizacion hepatocelular (n=40 grado 1, n=25 grado 2),
el 57% (n=59) se clasific6 como esteatohepatitis, y el 73% (n=74) presentaba una
actividad severa (Actividad SAF>2 y/o fibrosis F>2). De los pacientes con
hepatopatia crénica inflamatoria (n=65, 39%), el 24% presentaba una

inflamacién avanzada (n=16, Batts Ludwig 3-4).

Puntuacion Histologica Patologia Digital

Estadio fibrosis (n, %) Area proporcional de colageno (%)
Fo (51, 30%) 5,4%1,9
F1 (43, 26%) 6,3+2,6
F2 (33, 20%) 8,0+1,4
F3 (22, 13%) 10,6+2,2
F4 (18, 11%) 13,2+2,2

Grado esteatosis (n, %) Area proporcional de grasa (%)
So (69, 41%) 3,2+1,7
S1 (33, 20%) 8,7+3,4
S2 (35, 21%) 13,4%4,2
S3 (30, 18%) 20,7+7,3

Grado inflamacion lobular (n, %) Area proporcional de inflamacién (%)

Io (21, 21%) 5,3%+2,0
I1 (52, 51%) 6,2+2,5
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I2 (29, 28%)

7,6+3,3

Grado inflamacion portal (n, %)

Area proporcional de inflamacién (%)

Io (25, 39%) 5,0£1,5
I1 (15, 23%) 5,6+1,8
I2 (9, 14%) 6,8+2,9
I3 (8, 12%) 7,5+2,6
14 (8,12%) 10,9+3,5

Grado depositos de hierro (n, %)

Area proporcional de hierro (%)

Deugnier 0 (100, 60%) 1,4+0,4
Deugnier 1-4 (38, 23%) 1,8+1,0
Deugnier > 5 (29, 17%) 3,2+1,5

Tabla 4: Distribucion de los grados histologicos de colageno, grasa, inflamacién
(lobular y portal) y hierro con respecto a sus correspondientes areas
proporcionales de patologia digital expresadas como valores medios + desviacion
estandar.

Area proporcional de colageno y fibrosis

Como refleja la Tabla 4, los valores de area proporcional de colageno aumentaron
significativamente con los estadios de fibrosis (P<0,001). Se observd una
correlacién muy significativa entre el porcentaje de colageno y la puntuacién de
METAVIR (r=0,79; P<0,001), siendo la patologia digital capaz de discriminar
entre los estadios individuales de fibrosis, a excepcion de las puntuaciones mas

bajas Fo vs. F1 (Figura 25).

Para la deteccion de fibrosis avanzada (F3-4) se obtuvo un AUC de 0,92 (IC95%
0,87-0,97). El mejor punto de corte fue 9,6% con un 79% de sensibilidad y un
85% de especificidad (Tabla 5). En cuanto a la prueba-reprueba de las imagenes
digitalizadas, existi6 una adecuada concordancia: CoV=6,3%; CCI=0,968

(IC95%, 0,955-0,977)
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Punto
Estadio de AUC R L.
. . IC95% | Sensibilidad | Especificidad
Fibrosis corte APC
(%)
0,80-
F>1 > 7,0 0,86 82 82
0,92
0,88-
F>2 > 7,6 0,92 89 81
0,97
0,87—-
Fz3 >9,6 0,92 79 85
0,97
0,92—
F>4 > 10,8 0,96 92 o1
0,99

Tabla 5: Precision diagnostica de los valores de corte del area proporcional de
colageno (APC) para los diferentes estadios de fibrosis (F). Los resultados se
presentan como el area bajo la curva (AUC) con intervalos de confianza del 95%
(IC95%), valores de sensibilidad y de especificidad segtin el punto de corte 6ptimo
seleccionado (indice de Youden).

154

104

Area proporcional de coldgeno (%)

0 1 2 3 4

Estadio de fibrosis

Figura 25: Diagrama de cajas que muestra la distribucién de los valores del area
proporcional de colageno (APC) segtn el estadio de fibrosis (F).
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Area proporcional de grasa y esteatosis

Los valores del area proporcional de grasa aumentaron significativamente con los
grados de esteatosis (P<0,001). Se observo la existencia de una correlacion muy
significativa entre el porcentaje de grasa tenida con IHQ adipofilina y la
puntuacion histologica (r=0,85; P<0,001), siendo la patologia digital capaz de
discriminar entre todos los grados de esteatosis (Figura 26). Para la deteccion de
esteatosis severa (S3 vs. S0—2) se obtuvo un AUC de 0,95 (IC95% 0,92—0,98). El
mejor punto de corte fue 13,9% con un 89% de sensibilidad y un 90% de
especificidad (Tabla 6). En la prueba-reprueba se obtuvo una concordancia
excelente: CoV=1,1%; CCI=1 (IC95%, 1—1).

Empleando la tincion H&E para el andlisis digital, se obtuvo en cambio una
correlacion s6lo moderada, aunque significativa, con la puntuacién histologica de
esteatosis (r=0,63; P<0,001). Este tipo de tincién tunicamente permitio
diferenciar entre S3 y los grados inferiores de esteatosis. Se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre el area proporcional de grasa
identificada y cuantificada mediante IHQ adipofilina y H&E (APG media de 13,7
vs. 14,96, respectivamente; P=0,017) (Figura 27). El analisis con H&E obtuvo
valores de area proporcional de grasa mas elevados para los grados So y S1

(aumento de 2,0% y 3,4%, respectivamente).
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Punto
Grados de AUC — L.
. IC95% | Sensibilidad | Especificidad
Esteatosis | corte APG
(%)
0,96—
S>1 > 6,5 0,98 92 o8
0,99
0,94—
S>2 > 0,1 0,97 o4 93 86
0,99
0,92—
S>3 > 13,9 0,95 89 90
0,98

Tabla 6: Precision diagnostica de los valores de corte del area proporcional de
grasa (APG) para los diferentes grados de esteatosis (S). Los resultados se
presentan como el area bajo la curva (AUC) con intervalos de confianza del 95%,
valores de sensibilidad y especificidad segin el punto de corte 6ptimo
seleccionado (indice de Youden).

Area proporcional de grasa (%)

30 A

20 A

10 ~

Grados de esteatosis

Figura 26: Diagrama de cajas que muestra la distribucion de los valores del area
proporcional de grasa tefiida con THQ adipofilina segtn el grado de esteatosis.
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Figura 27: Distribucién de los valores del area proporcional de grasa (media e
IC95%) obtenidos con inmunohistoquimica adipofilina (verde) y tinci6on
hematoxilina-eosina (H&E, azul). Se puede apreciar una mejor correlacion entre
las mediciones de adipofilina y los grados de esteatosis. Los p-valores muestran
el aumento significativo del APG medida con H&E con respecto a la adipofilina
para los grados So y Si.

Area proporcional CD45+ e inflamacién

Los valores de area proporcional de inflamacién obtenidos con la técnica IHQ del
CD45+ aumentaron significativamente con los grados de inflamaciéon (P<0.001).
Se observ6 una correlacion significativa entre el porcentaje de células CD45+ y
las puntuaciones histologicas SAF (r=0,31; P<0,001) para los casos de EHGNA,
y Batts Ludwig (r=0,57; P<0,001) para los casos de hepatopatia crénica
inflamatoria (Figura 28). Para la deteccion de SAF inflamacién moderada (12 vs.
Io-1) se obtuvo un AUC de 0,68 (IC95% 0,57—0,79), mientras que para Batts
Ludwig inflamaciéon moderada-severa (I3—4 vs. I0—2) se obtuvo un AUC de 0,81
(IC95% 0,72—0,89). El mejor punto de corte fue 5,7% con un 74% de sensibilidad
y un 61% de especificidad para la dicotomizacion SAF y 6,7% con un 75% de

sensibilidad y un 73% de especificidad para la dicotomizacion Batts Ludwig
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(Tabla 7). En la prueba-reprueba se obtuvo una concordancia excelente:
CoV=0,3%; CCI=1 (IC95%, 1—1).

Punto
Grados de AUC — .
» IC95% | Sensibilidad | Especificidad
Inflamacion | corte API
(%)
0,58—
SAF >1 > 5,1 0,67 65 62
0,77
0157_
SAF =2 > 5,7 0,68 74 62
0,79
0,62—
Batts >1 > 4,8 0,71 75 60
0,79
0,67—
Batts =2 > 5,4 0,75 74 66
0,84
0,72—
Batts >3 > 6,7 0,81 75 73
0,89
0,74—
Batts >4 > 7,6 0,88 90 85
0,99

Tabla 7: Precision diagnostica de los valores de corte del area proporcional de
inflamacién (API) para los diferentes grados de inflamacion lobular (SAF) y
portal (Batts Ludwig). Los resultados se presentan como el area bajo la curva
(AUC) con intervalos de confianza del 95% (I1C95%), valores de sensibilidad y
especificidad segtn el punto de corte 6ptimo seleccionado (indice de Youden).

102



Resultados

| e | - ok
16 . 20 r 3 * %
. r

12 ! 1 151

101

Area proporcional de inflamacién (%)

T T T T T T T T
0 1 2 0 1 2 3 4

Grados de inflamacion SAF Grados de inflamacidn Batts Ludwig

Figura 28: Diagrama de cajas que muestra la distribucion de los valores del area
proporcional de inflamacién segtn el grado de actividad necroinflamatoria. El
grafico de la izquierda representa la poblacion con EHGNA (n=102) y su
clasificacion histologica SAF (Steatosis, Activity and Fibrosis). El grafico de la
derecha representa la poblacion con hepatopatia cronica inflamatoria (n=65) y
su clasificacion histologica Batts Ludwig. Las lineas horizontales en gris
representan las diferencias significativas entre los grados que marcan sus
extremos (*P=0,05; **P<0,001).

Area proporcional de hierro y depésitos de hierro

Los valores del area proporcional de hierro aumentaron significativamente con
los grados de sobrecarga de hierro (P<0,001). Como en el resto de las
evaluaciones, se observo una correlacion muy significativa entre el porcentaje de
hierro y la puntuacién Deugnier (r=0,70; P<0,001) (Figura 29). Para discriminar
la presencia de depdsitos de hierro (Deugnier >1) se obtuvo un AUC de 0,76
(IC95% 0,67—0,84). El mejor punto de corte fue 1,5% con un 68% de sensibilidad
y un 73% de especificidad (Tabla 8). En la prueba-reprueba se obtuvo una
concordancia excelente con un CoV=1,1% y un CCI=0,998 (1C95%, 0,097—0,999).
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Punto
Grados de AUC R L.
. IC95% | Sensibilidad | Especificidad
Hierro corte APFe
(%)
Deugnier 0,67—
> 1,5 0,76 68 73
>1 0,84
Deugnier 0,82—
>21 0,89 82 89
>5 0,96

Tabla 8: Precision diagnostica de los valores de corte del area proporcional de
hierro (APFe) para los diferentes grados de sobrecarga de hierro. Los resultados
se presentan como el area bajo la curva con intervalos de confianza del 95%,
valores de sensibilidad y especificidad segin el punto de corte Optimo
seleccionado (indice de Youden).

7.5+

4.5 4

Area proporcional de hierro (%)

0 1 3 4 6 7 9 12
Grados Deugnier depdsitos de hierro

Figura 29: Diagrama de cajas que muestra la distribucion de los valores del area
proporcional de hierro segun el grado de sobrecarga de hierro.
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Correlacion entre los distintos sustratos histopatolégicos

Considerando tnicamente a la poblacion con EHGNA en esta Tesis Doctoral
(n=102), la Figura 30 muestra la distribucion de los valores de patologia digital
entre las categorias de esteatosis simple vs. esteatohepatitis definidos por la
clasificacion FLIP/SAF. Los pacientes con esteatohepatitis presentaron
significativamente una mayor proporcion de colageno (APC) y de grasa (APG) en
comparacion con los casos de esteatosis simple (P<0,005). Aunque se observo
que existia una mayor proporcion de células inflamatorias con una menor
proporcion de depositos de hierro en los pacientes con esteatohepatitis, no se
obtuvieron diferencias significativas en comparaciéon con los casos de esteatosis
simple (Tabla 9). El sustrato patolégico que mejor se correlacion6 con la

puntuacion NASH-CRN fue el APG (r=0,8; P<0,001; Figura 31).

Con respecto al total de la muestra (n=167), el porcentaje de colageno se asocio
significativamente con mayores proporciones de CD45+ (r=0,24; P=0,007) y
adipofilina (r=0,27; P=0,001). Se observo una asociacion lineal entre el area
proporcional de células inflamatorias y los grados de fibrosis (5,0 + 1,6; 5,8 + 1,8;
6,6 £ 2,5; 7,2 + 3,7; 7,8 £ 2,5; Fo-F1-F2-F3-4 respectivamente; P<0,001),
mientras que la asociacion entre el area proporcional de grasa y la escala
METAVIR (4,6 + 3,4; 10,3 + 7,8; 10,9 + 7,7; 12,0 + 7,4; 9,2 + 4,1; FO-F1-F2-F3-4
respectivamente; P<0,001) presenta una relaciéon no lineal (Figura 32). El
porcentaje de grasa también aumentd significativamente con los grados de
balonizaciéon hepatocelular (5,0 + 4,1; 12,3 + 6,5; 16,4 + 5,7; balonizacion 0—1-2
respectivamente; P<0,001) y los grados de inflamacion lobular (6,0 + 5,5; 9,3 +

6,9; 11,9 + 7,2; Io—I1-12 escala SAF; P=0.002).
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Figura 30: Grafico de lineas multiples que muestra la distribucion del area
proporcional de colageno, grasa, inflamacién y hierro entre las categorias de

EHGNA.
. Esteatosis . P-
Patologia Digital . Esteatohepatitis
simple valor
Area proporcional de
, 7,2£3,4 % 9,2+3,0 % 0,004
colageno
Area proporcional de grasa 9,5+5,2 % 15,2+8,1 % 0,001
Area proporcional de
) » 5,3+1,9 % 6,2+3,0 % 0,104
inflamacion
Area proporcional de hierro 2,2+1,6 % 1,2+0,9 % 0,060

Tabla 9: Distribucion de los valores obtenidos con Patologia Digital entre las
categorias de esteatosis simple (n=43) y esteatohepatitis (n=59) definidas
mediante el algoritmo FLIP/SAF (Fatty Liver Inhibition of Progression /
Steatosis, Activity and Fibrosis). Los datos se expresan como media + desviacion

estandar.
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Figura 31: Grafico de dispersion lineal del area proporcional de grasa frente a la
clasificacion histologica NASH-CRN (Non-alcoholic Steatohepatitis-Clinical
Research Network). La linea de interpolaciéon muestra un aumento proporcional
de la ratio de esteatosis, mas marcado a partir de los 4 puntos de NASH-CRN.

20 1 Adipofilina (grasa)
I CD45+ (inflamacion)

15

101

Area proporcional (%)

0 1 2 3 4

Estadios de fibrosis

Figura 32: Distribucion de los valores del area proporcional de grasa e
inflamacién (media con su IC95%) respecto a los estadios de fibrosis. Se puede
apreciar una correlacion lineal con CD45+ pero no lineal con la adipofilina.
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4.3. Biomarcadores no invasivos de primera linea

Se analizo la precision diagnostica de los biomarcadores séricos y elastograficos
para la estimacion de la fibrosis, esteatosis, inflamacion y depositos de hierro. La
elastografia por onda de cizallamiento con ecografia se realiz6 solamente en 40
sujetos (n=11 pSWE y n=29 2D-SWE) por lo que no se incluyo6 en el analisis de
esta Tesis Doctoral. La elastografia de transicion (FibroScan) se realizé en 157
sujetos (65% con sonda M), de los cuales 2 casos se excluyeron por presentar un
intervalo RIQ/mediana >30%. En cuanto a la validez de la prueba, la media del
intervalo RIQ/mediana de las mediciones obtenidas fue de 12,1+7,6. La mediana
de elasticidad fue 8,6 (5,4-11,8) kPa y de CAP fue 272 (218-322) dB/m.

Fibrosis

Todos los biomarcadores no invasivos menos APRI presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grados de fibrosis (Tabla 10). El anélisis
de curva ROC para diferenciar la fibrosis significativa (F>2) y avanzada (F=>3)
mostré que el FibroScan (kPa) y el NAFLD fibrosis score obtuvieron las AUC méas
fiables (Figura 33). Aplicando distintos puntos de corte con el FibroScan para la
estadificacion de fibrosis en funcién de si priorizamos la sensibilidad o la
especificidad de la prueba, se observa que existe una zona gris que impide
estadificar al 25—32% de los pacientes con fibrosis avanzada-significativa (Figura
34). Los valores de rigidez hepatica se correlacionaron significativamente con los

valores de area proporcional de colageno (r=0,48; P<0,001).
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, ° 0, 0,
Biomarcador | Estadistico | p_yalor AUC (IC95%) | AUC (IC95%)
F F2-4 F3-4
0,66 0,67
APRI 1,51 0,203
(0,57-0,75) (0,57-0,77)
0,72 0,72
BAAT 8,73 <0,001
(0,63-0,80) (0,63-0,81)
0,71 0,77
BARD 9,42 <0,001
(0,63-0,80) (0,69-0,86)
0,73 0,78
FIB-4 6,07 <0,001
(0,64-0,81) (0,69-0,86)
0,79 0,85
NAFLD FS 18,24 <0,001
(0,70-0,86) (0,78-0,92)
FibroScan 19.75 <0.001 0,84 0,89
(kPa) ’ ’ (0,77-0,90) (0,94—0,95)

Tabla 10: Precision diagnostica de los diferentes biomarcadores de fibrosis

hepatica.
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Origen de la curva
—TE Kpa
—MNAFLD FS
FIB-4
—BARD
BAAT
— APRI
Linea de referencia

Sensibilidad

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 0.6 0.8 1,0

1 - Especificidad

Figura 33: Analisis curva ROC de los biomarcadores no invasivos empleados
para diagnosticar fibrosis. Se muestran las areas debajo de la curva (AUC) para
identificar los casos con fibrosis avanzada (F3-4).
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FibroScan (kPa)

7,5
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3,5
FO vs. F1-4 FO-1 vs. F2-4 FO-2 vs. F3-4 FO-3 vs. F4

=-Sensibilidad 90% -=Especificidad 90%

Figura 34: Distribucion de los puntos de corte del FibroScan para el diagnostico
de fibrosis. La linea inferior roja corresponde al valor umbral para una
sensibilidad del 90% y la linea superior verde para una especificidad del 90%.
Entre ellas se define una zona gris en la cual se especifica el porcentaje de

pacientes que caen en ella y no pueden ser correctamente clasificados por cada
estadio.
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Esteatosis

En cuanto a la esteatosis, el FibroScan (CAP, dB/m) y el Hepatic Steatosis Score
(HSI) mostraron una elevada precision, principalmente para diagnosticar los
pacientes con esteatosis severa (Tabla 11). Aplicando distintos puntos de corte
con el FibroScan para la estadificacién de la esteatosis en funcién de si
priorizamos la sensibilidad o la especificidad de la prueba, se visualiza una zona
gris que no nos permite estadificar al 21-22% de los pacientes con esteatosis
moderada-severa (Figura 35). Los parametros de atenuacion controlada (CAP) se
correlacionaron significativamente con los valores de area proporcional de grasa

(r=0,68; P<0,001).

Biomarcador Estadistico P-valor | AUC (IC95%) | AUC (IC95%)
F S2-3 S3
0,74 0,79
HSI 14,35 <0,001
(0,64-0,85) (0,69-0,89)
) 0,63 0,56
Indice TyG 4,23 0,008
(0,49-0,76) (0,36-0,76)
FibroScan 0,85 0,91
27,29 <0,001
(CAP, dB/m) (0,77-0,93) (0,84-0,98)
0,96 0,95
FGDP (RM) 121,74 <0,001
(0,94-0,99) (0,92-0,99)

Tabla 11: Precision diagnostica de los diferentes biomarcadores de esteatosis
hepética. Abreviatura: HSI, Hepatic Steatosis Index; FGDP, fraccion grasa por
densidad protoénica.
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Figura 35: Distribucion de los puntos de corte del FibroScan (CAP, dB/m) para
el diagnostico de esteatosis. La linea inferior roja corresponde al valor umbral
para una sensibilidad del 90% y la linea superior verde para una especificidad del
90%. En medio, queda una zona gris en la cual se especifica por cada clasificacion
el porcentaje de pacientes que caen en ella y no pueden ser correctamente
clasificados.

Inflamacién

Los valores de ALT, AST y GGT aumentaron con los grados de inflamacion
lobular y portal, itnicamente pudiendo discernir con ALT y AST entre inflamacion
severay el resto de los grados individuales de inflamacion (Tabla 12). Existi6 una
correlaciéon leve entre los valores de ALT y AST con el area proporcional de
inflamacién CD45+ (r=0,42 y r=0,38; P<0,001; respectivamente). El AUC para
diagnosticar inflamacién severa con estos parametros fue poco precisa: SAF>2
0,65 (0,54-0,76) y 0,62 (0,51-0,73); Batts Ludwig >4 0,76 (0,60-0,91) y 0,73
(0,56-0,90); AST y ALT respectivamente.
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Escala

Biomarcador

Estadistico
F

valor

Media + DS

Inflamacion
portal

(Batts Ludwig
0-4)

AST (U/L)

9,82

<0,001

10: 49,4 + 36,6

I1: 37,8 £ 23,5

12: 54,7 + 32,5

13: 64,8 + 44,6

I4:157,0 £ 177,2%

ALT (U/L)

8,06

<0,001

Io: 65,1 £ 52,0

I1: 48,3 + 40,6

I2: 56,9 + 25,6

13: 77,3 + 62,4

I4: 217,0 + 296,5*

GGT (U/L)

1,01

0,103

Io: 140,8 £ 151,2

I1:108,2 + 210,9

I2: 202,4 + 209,0

13: 213,9 + 305,6

I4: 261,3 + 201,8

Inflamacion
lobular

(SAF o0-2)

AST (U/L)

7513

0,001

Io: 47,7 +£ 30,8

I1: 47,0 £ 33,9

I2: 91,8 + 111,6%

ALT (U/L)

0,012

I0: 67,2 £ 47,1

I1: 55,3 + 45,2

I2: 114,3 + 180,8*

GGT (U/L)

2,28

0,106

l1o:157,4 +147,3

I1:137,6 £ 201,3

I2: 229,1 + 212,5

Tabla 12: Distribucién de los valores de transaminasas segin el grado de
inflamacién (I). Los datos se expresan como media + desviacidon estandar.
Abreviaturas: AST, aspartato aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa;
GGT, gamma-glutamil transferasa; DS, desviacion estandar; SAF, Steatosis,
Activity and Fibrosis; *p<0,05
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Esteatohepatitis

En los sujetos con EHGNA (n=102), el analisis univariante de los biomarcadores
no invasivos asociados a la condicion de esteatohepatitis se muestra en la Tabla
13. Destaca como el nimero de factores de riesgo metaboélico (DM, hipertension
arterial, dislipemia y fumador) y la puntuacién en la escala de riesgo
cardiovascular son mayores en los sujetos con esteatohepatitis. En cuanto al
FibroScan, los sujetos con esteatohepatitis presentaron valores méas elevados de

CAP (P=0,002), pero no de rigidez hepatica (11,7 kPa en esteatosis simple vs. 12,1

kPa en esteatohepatitis; P=0,85).

Biomarcador Est.eatosm Esteatohepatitis P-valor
simple
Nuimero de
factores de riesgo 1,7+ 1,1 2,4+1,0 0,005
metabolico
IMC (kg/m?) 27,9 + 4,7 31,9 + 4,7 <0,001
Edad 52 + 12 60+9 <0,001
Glucosa (mg/dL) 106,4 + 20,2 135,4 + 42,2 <0,001
Triglicéridos
117,1 + 63, 161,8 + 87, 0,00
(mg/dL) 7 3,3 7,5 3
ASCVD (%) 8,7+9,2 17,8 + 15,5 0,001
FibroScan
(CAP, dB/m) 274 dB/m 311dB/m 0,002
Sonda FibroScan o o
(XL, %) 30,4 % 69,6 % 0,001

Tabla 13: Distribucién de distintos parametros clinico-analiticos entre las
categorias de esteatosis simple (n=43) y esteatohepatitis (n=59). Los datos se
expresan como media + desviacion estandar. Abreviaturas: IMC, indice de masa
muscular; ASCVD, Atherosclerotic Cardiovascular Disease risk.
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Hierro

El 24% de los hombres y el 16% de las mujeres presentaron hiperferritinemia. Los
valores de ferritina aumentaron significativamente con los grados sobrecarga de
hierro (101,9+83,9 [n=100]; 374,1+190,6 [n=9]; 234,1+73,8 [n=7]; 589,7+759,2
[n=10] y 229,0+82,7 [n=3); Scheuer Feo—Fe1—-Fe2—Fe3—Fe4 respectivamente;
P<0,001). Existi6 una correlacion adecuada entre los valores de ferritina con el

area proporcional de hierro (r=0,37; P<0,001).

4.4. Imagen RM: precision diagnostica multiparamétrica

Fibrosis

La tabla 14 resume la correlacion de los distintos parametros de RM con los
estadios de fibrosis y el area proporcional de colageno. El parametro con mayor
precision diagnostica fue el Coeficiente de Difusién Aparente (Dapp) de la
secuencia Difusion, modelo Kurtosis. Este parametro permitio discriminar a los
sujetos con fibrosis avanzada (F>3) con un AUC de 0,83 (IC95% 0,75-0,90). A
pesar de que la magnitud de las diferencias significativas era considerable (valor
F: 9,3), se observo un solapamiento de los datos entre los estadios de fibrosis
(Figura 36). Por ello, se realizaron analisis multivariantes combinando distintos
parametros radidémicos y los biomarcadores de primera linea NAFLD FS y
FibroScan (Tabla 15). Para los estadios de fibrosis, se obtuvo un indice de
Obuchowski de 0,93 con una especificidad del 94% y un valor predictivo positivo
(VPP) del 90% para fibrosis significativa (F>2) y una especificidad del 97% y un
VPP de 84% para fibrosis avanzada (Tabla 16). Los modelos multivariantes
permitieron diagnosticar fibrosis significativa (AUC:0,82) y avanzada
(AUC:0,86) a expensas de una elevada especificidad (>90%). Para el area
proporcional de colageno (APC), las variables de RM permitieron identificar a los
sujetos con APC>7,6% (compatible con fibrosis significativa) con una
especificidad del 88% y un VPP del 90% y a los pacientes con APC>9,6% (fibrosis

avanzada) con una especificidad y un VPP del 100% (Figura 37).
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RM Estadio Fibrosis . Fil.)rosi.s Fibrosis APC
significativa | avanzada
Parametro F rho AUC AUC rho
ADC 2b 3,600* | -0,315%* 0,69%* 0,67* -0,233%
(mm2/s) (p75) (p75) (p75) (p75) (p75)
ADC 6b 7,437%* | -0,427%% 0,70** 0,77** -0,288*
(mm2/s) (media) (p75) (mediana) (media) (mediana)
1,946 | -0,247* 0,61* 0,67* 0,177*
Dmm?s) 1 (psy | (DS) (DS) (DS) (DS)
. 4,132% | -0,252% 0,60% 0,69* -0,086
D* (mm#/s) (media) (p25) (p25) (mediana) (media)
£0%) 5,080 |-0,302"*| 0,65 0,73 0,237*
(p25) (p25) (DS) (p25) (DS)
Dapp 9,2900** | -0,456™* 0,69%** 0,82%* -0,321%*
(mmz2/s) | (media) [ (p75) (mediana) (p75) (p25)
4,089* | 0,367 0,69%* 0,70%* 0,196*
K U
app (@) | o5y | (p2s) (p25) (p25) (p25)
DDC 8,450%** | -0,428%* 0,68%* 0,79** -0,222%
(mm2/s) (p75) (p75) (p75) (p75) (media)
a(au) 8,328** | 0,419** 0,69%* 0,77** 0,259%
o (p25) (media) (media) (p25) (media)
1,645 -0,183* 0,56 0,62* -0,054
wkPa) | sy | (DS) (DS) (DS) | (media)
4,035" % %
Tic (ms) (media 0,169 9,59 0,64 0,123
na) (p75) (p75) (p75) (p75)
H/G (%) 1,270 0,137 0,55 0,61 0,392%*
(p25) (p25) (mediana) (DS) (p25)
5522"7;‘5:21 2,473* | 0,316%* 0,69** 0,68* 0,160
it (media) | (media) (media) (media) (media)

Tabla 14: Analisis univariante de correlaciéon entre la fibrosis hepatica y los
distintos parametros de RM. Se muestra el valor estadistico F (test ANOVA) y rho
(correlacion de Spearman) para la escala METAVIR y el area proporcional de
colageno (APC), asi como el area debajo de la curva (AUC) para discriminar los
estadios de fibrosis significativa (F>=2) y avanzada (F>3). En cada casilla, la
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métrica con la mejor correlacion se especifica entre paréntesis (media, desviacion
estandar (DS), mediana, p25, p75). En amarillo se resaltan los parametros

radiomicos con mayor precision diagnostica. *P<0,05; **P<0,001.

0.6

0.54

0.44

0.3

DDC (10°* mm?/s)

0.24

0.1

T T T
1 2 3

Fibrosis stage

Figura 36: Diagrama de cajas que muestra la distribucién de los valores de DDC
(modelo Stretched de la secuencia Difusion) segun el estadio de fibrosis.

Sustrato Método Seleccion de AUC /IO | Sn,Sp,
patologico | estadistico | variables / RMSE VPN, VPP
Fibrosis Obuchowski, | NAFLD FS, 10: 0,93 F=>2
(0-4) regresion FibroScan (kPa); Sn: 64%
METAVIR logistica D*, f, (IVIM); Sp: 94%
Dapp (Kurtosis) VPN: 75%
DDC, a (Stretched) VPP: 90%
Fibrosis Regresion NAFLD FS, AUC: 0,82 | Sn: 62%
significativa | logistica FibroScan (kPa); Sp: 95%
(F=2) ADCep, D* (IVIM); VPN: 52%
Dapp, Kapp VPP: 97%
(Kurtosis); DDC, a
(Stretched)

117



Resultados

Fibrosis Random NAFLD FS, AUC: 0,86 | Sn: 82%

avanzada Forest FibroScan (kPa); D Sp: 87%

(F=3) (IVIM); Dapp VPN: 85%
(Kurtosis); a VPP: 85%
(Stretched)

APC KNN NAFLD FS, RMSE: APC>9,6%
FibroScan (kPa), 2,08 Sn: 33%
todas las variables Sp: 100%
de RM VPN: 86%

VPP: 100%

Tabla 15: Analisis multivariante para distintos sustratos patologicos de interés
relacionados con la fibrosis hepatica. Se muestra el método estadistico empleado
para cada tipo de variable (dicotémica, categorica y cuantitativa) que obtuvo
mayor rendimiento diagnoéstico. Se especifican las variables que incluy6é cada
modelo multivariante y su precision diagnostica. Abreviaturas: AUC, area debajo
la curva; IO, indice Obuchowski; KNN, k vecinos mas cercanos (k-nearest
neighbors), RMSE, raiz del error cuadratico medio; Sn, sensibilidad; SP,

especificidad; VPN, valor predictivo negativo; VPP, valor predictivo positivo.

Valor conocido (anatomia patolégica)

P/R 0 1 2 3 4
S 0 28 13 8 0 0
s 1 15 17 12 4 0
5 2 11 7
v
g 3 2 3
©
S 4 0 3 7
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Tabla 16: Analisis de Obuchowski para fibrosis.
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Figura 37: Grafico de dispersion lineal del valor conocido de area proporcional
de colageno (APC, Patologia Digital) frente al valor predicho por las variables RM.
La linea negra muestra el punto de corte de 9,6% compatible con fibrosis
avanzada.

Esteatosis

Para la estimacion de esteatosis mediante biomarcadores de imagen se utilizo la
fraccién grasa por densidad proténica (FGDP) obtenida de la secuencia MECSE.
La media (£DS) del contenido de grasa hepatica determinado por RM fue de
11,5+4,7%, muy proximo, pero algo mayor que el determinado por patologia
digital que fue de 9,3+7,6%. Estos datos reflejan que la presencia de esteatosis en

la poblacion analizada en esta Tesis Doctoral fue elevada.

La FGDP aument6 significativamente con los grados histologicos de esteatosis
hepatica (7,8+1,4; 11,1+2,5; 13,8+2,8; 19,0+4,2; SO—S1—-S2—S3 respectivamente;
P<0,001). Existi6 una excelente correlacion positiva significativa entre el area
proporcional de grasa y la FGDP (r=0,88; P<0,001), permitiendo discriminar

entre los grados dicotomizados de esteatosis moderada y severa con mayor
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precision que los biomarcadores no invasivos de primera linea (Tabla 11, Figura

38-39).
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Figura 38: Analisis curva ROC de los biomarcadores empleados para
diagnosticar esteatosis. Se muestran las areas debajo de la curva para esteatosis
moderada (S2-3).
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Figura 39: Graficas de dispersion de los valores de FibroScan (grafica izquierda)
y FGDP (grafica derecha) con respecto al area proporcional de grasa. Se muestra
una dispersion lineal méas precisa para la FGDP. El coeficiente de determinacion
(R.) para las rectas de regresion son 0,76 y 0,47 para FGDP y CAP,
respectivamente.

120



Resultados
Inflamacioén

La tabla 17 resume la correlacién de los distintos pardmetros de RM con los
estadios de inflamacion y el area proporcional de inflamacion. El parametro con
mayor precision diagnostica fue el Coeficiente de Difusién Aparente (Dapp) de la
secuencia Difusion, modelo Kurtosis. Sin embargo, la magnitud de las diferencias
significativas fue baja y se observo un solapamiento de los datos entre los
distintos grados de inflamacion (Figura 40). Por ello, se realizaron anélisis
multivariantes combinando distintos parametros radiémicos (Tabla 18). Para los
grados de inflamacidn, la precision de los modelos multivariantes fue moderada,
obteniendo los mejores resultados con un indice Obuchowski de 0,86 para
inflamacién lobulillar y un AUC de 0,75 para discriminar inflamacion portal
avanzada. Para el area proporcional de inflamacion (API), las variables de RM
permitieron identificar a los sujetos API>5,7% (compatible con inflamacién
avanzada SAF>2) con una sensibilidad del 91% y un VPN del 86% y a los pacientes
con API>6,7% (inflamacion avanzada Batts-Ludwig>3) con una especificidad del

89% y un VPP de 77% (Figura 41).

RM Batts Ludwig SAF Inflamacién | Apy
avanzada
, Batts SAF rho
Parametro F rho F rho AUC AUC
ADC 2b 1,712 -0,183* | 3,464%* | -0,178* 0,60 0,54 0,232*
(mm2/s) | (mediana) (p75) (p75) | (P75) (p75) | (p75) (DS)
ADC 6b 4,697* -0,38** [ 7,143** | -0,309** | 0,72** | 0,65* | 0,207
(mms2/s) (p75) (mediana) | (media) |(mediana)| (median) |[(mediana)| (mediana)
1,219 -0,25%% 1,270 -0,193* 0,66* 0,61% 0,226*
D (mm¥/s) | (55 DS) | (p25) | (DS) | (DS) | (DS) | (DS)
D* 2,673* -0,233% 2,066* | -0,186* 0,65% 0,63* 0,218*
(mm2/s) (p75) (p75) (p75) (p75) (p75) (p75) (p75)
(%) 4,314* -0,267% | 3,346* | -0,192* | 0,69* | 0,63* 0,242%
(p25) (p25) (p25) (p25) (p25) (p25) (p25)
Dapp 6,482%* | _o41** [11,30%%|-0,353**| 0,74** | 0,68* | 0,281**
(mm2/s) (p25) (mediana) | (p25) | (p25) [(mediana)| (p25) (p25)
Kapp 3,383 0,318%* | 4,567* | 0,249** | 0,68 0,57 -0,192*
(a.u.) (p25) (p25) (p25) | (p25) (p25) | (p25) (DS)
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DDC 6,356** | -0,36%* [10,12%**|-0,313**| 0,72** | 0,61* | -0,209%
(mm2/s) (p75) (p75) (p75) | (P75) (p75) | (p75) (p75)

6,037%* 0,377%* 6,413* 0,284** 0,70** | 0,62* 0,233*

a (a.u.) (media) | (media) [(media)| (media) | (media) |(media)| (mediana)

(kPa) 1,685 -0,184* 1,112 | -0,122 0,64* 0,60 -0,161
: (p75) (DS) | (75) | DS) | (DS) | OS) | (p75)

Tic (ms) 3,464* 0,754 | 0,347 | 0,134 | 0,65* | 0,51 | 0,201%
(p25) (p75) (p25) | (p25) (p25) | (p75) (p25)

0,192 0,048 | 0,441 | 0,051 | 057 | 053 | 0,138
H/G (%
/GG p2s) | 25 | 25) | @25) | (es) | m25) | (p25)

Lermelro | o755 | on45 | 2608 | 018* | 057 | 052 | o013
il (media) | (media) [(media)| (media) | (media) [(media)| (media)

Tabla 17: Anélisis univariante de correlacion entre la inflamacion y distintos
parametros de RM. Se muestra el valor estadistico F (test ANOVA) y rho
(correlacion de Spearman) para las escalas Batts Ludwig (inflamacién portal) y
SAF (inflamaci6n lobular) asi como el area proporcional de inflamacion (API). Se
refleja también el area bajo la curva (AUC) para diferenciar inflamaciéon avanzada
(Batts-Ludwig>3 y SAF>2). En cada casilla, la métrica con la mejor correlacion
se especifica entre paréntesis (media, desviacion estandar (DS), mediana, p25,
p75). En amarillo se resaltan los parametros radiomicos con mayor precision
diagnostica. *P<0,05; **P<0,001.
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Fraccién de perfusién IVIM (f, %)

0

Inflamacién avanzada Batts Ludwig (0-2 vs 3-4)

Resultados

Figura 40: Diagrama de cajas que muestra la distribucién de los valores de f
(modelo IVIM de la secuencia Difusion) segun la dicotomizacion de inflamacion

avanzada.
Sustrato Método Seleccion de AUC /IO | Sn, Sp,
patologico | estadistico | variables / RMSE | VPN, VPP
Lobulitis SAF | Obuchowski, | ADC (IVIM); 10: 0,86 SAF=>2
(0-2) Random DDC, a Sn: 36%
Forest (Stretched); T1ic; Sp: 83%
H/G (STIR). VPN: 76%
VPP: 48%
Batts Ludwig | Obuchowski, | ADCep, f (IVIM); | 10: 0,84 Batts >3
(0-4) Random Dapp (Kurtosis); Sn: 36%
Forest DDC, a Sp: 82%
(Stretched); H/G VPN: 75%
(STIR) VPP: 46%
Inflamacion | PLS-DA ADCep, D*, f AUC: 0,69 | Sn: 78%
lobular (IVIM); Dapp Sp: 53%
avanzada (Kurtosis); DDC, VPN: 89%
a (Stretched) VPP: 33%
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Inflamacion | PLS-DA D, D*, f (IVIM); AUC: 0,75 | Sn: 89%

portal Dapp (Kurtosis); Sp: 65%

avanzada DDC, a VPN: 94%

(Batts=3) (Stretched); VPP: 37%
(Elastografia);

T1c; H/G (STIR)

API KNN Todas las RMSE: API>6,7%
variablesde RM | 2,14 Sn: 60%
Sp: 89%

VPN: 78%

VPP: 77%

Tabla 18: Anélisis multivariante para distintos sustratos patolégicos de interés
relacionados con la inflamacion hepatica. Se muestra el método estadistico
empleado para cada tipo de variable (dicotémica, categobrica y cuantitativa) que
obtuvo mayor rendimiento diagnostico. Se especifican las variables que incluy6
cada modelo multivariante y su precisiéon diagnoéstica. Abreviaturas: AUC, area
debajo la curva; 10, indice Obuchowski; KNN, k vecinos mas cercanos (k-nearest
neighbors), RMSE, raiz del error cuadratico medio; Sn, sensibilidad; SP,
especificidad; VPN, valor predictivo negativo; VPP, valor predictivo positivo.
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Figura 41: Grafico de dispersion lineal del valor conocido de area proporcional
de inflamacién (API, Patologia Digital) frente al valor predicho por las variables
RM. La linea roja muestra el punto de corte de 6,7% compatible con inflamaciéon
avanzada.

Esteatohepatitis

En la poblaciéon con EHGNA (n=102) se evalu6 la capacidad diagnoéstica de
variables clinicas, analiticas y todos los biomarcadores de imagen para
discriminar entre las categorias de esteatosis simple y esteatohepatitis. En el
andlisis de regresion lineal multivariante, las variables que se mantuvieron en el
modelo como predictores de esteatohepatitis fueron las de imagen: FGDP y el
perimetro abdominal (Tabla 18). El modelo permiti6 clasificar correctamente
como esteatohepatitis al 88% de los pacientes con EHGNA. Estos hallazgos estan
en paralelo con los resultados de la patologia digital en los cuales el area
proporcional de grasa aumenta con la puntuacion NASH-CRN (0-8) y el
algoritmo de clasificacion FLIP/SAF (Figuras 30 y 31). La correlacion entre FGDP
y la puntuacion NASH-CRN fue alta (r=0.76) y significativa (P<0,001).
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Esteatosis Esteato-
Parametro OR (IC95%) p-valor . .
simpe hepatitis
1,564
FGDP (%) <0,001 10,34% 15,97%
(1,314-1,862)
Perimetro 1,004
abdominal 0,026 97,0 cm 111,3 cm
(cm) (1,001-1,007)
FibroScan 1,008 a8/ a8/
0,252 2 m 11 m
(CAP, dB/m) > 74 3
(0,994-1,022)

Tabla 19: Andlisis multivariante para el diagndstico de esteatohepatitis. Las
variables clinica y analiticas no obtuvieron significaciéon estadistica.
Abreviaturas: OR, Odds ratio; FGDP, fraccién grasa por densidad protonica.

Hierro

Para la estimacion de los depositos de hierro en el parénquima hepatico se utilizo
la medida del tiempo de relajacién T2* y su ratio R2* (1/T2*) obtenidas a partir
de las imagenes obtenidas con la secuencia MECSE. La mediana (RIQ) del R2*
fue de 51,1 (42,4—64,4) sy la del area proporcional de hierro medido con analisis
digital de las muestras histologicas fue de 1,7 (1,2—2,6) %. Estos datos reflejan que
la mayoria de nuestra poblacién no presentaba sobrecarga de hierro hepatico

(solamente el 15%, n=24, presentaron una CHH >36 umol/gr).
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El R2* aument6 significativamente con los grados histologicos de sobrecarga
férrica (49,7+11,2 [n=115]; 65,4+17,3 [n=10]; 66,6+14,6 [n=8]; 86,8+44,3 [n=11]
y 75,948,7 [n=5); Scheuer Feo—Fe1—-Fe2—Fe3—Fe4 respectivamente; P<0,001).
Existi6 una correlacion positiva significativa entre el area proporcional de hierro
y la R2* (r=0,54; P<0,001), permitiendo discriminar la presencia de
hemosiderosis (Scheuer >1: AUC 0,83 [0,74-0,91]), y la sobrecarga severa de

hierro (Scheuer >3: AUC 0,82 [0,67-0,96]) con precision.
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Discusion

En el estudio de las hepatopatias cronicas difusas existe una necesidad clinica de
medir en el higado objetivamente el tipo de lesion tisular y gradar su severidad.
Esta Tesis Doctoral describe una metodologia detallada para un anélisis
computacional preciso de la imagen y la obtenciéon de parametros cuantitativos.
La Patologia Digital y la RM multiparamétrica permite estimar con una alta
precision las caracteristicas histoldgicas que subyacen en las enfermedades
hepaticas. Por un lado, el analisis de las muestras histologicas digitalizadas
permite cuantificar el area proporcional de los distintos sustratos patolégicos con
una correlacion adecuada con los sistemas de puntuacion anatomopatologicos
clasicos, aumentando su reproducibilidad y fiabilidad. Por otro lado, la RM
multiparamétrica clarifica las amplias zonas grises de incertidumbre diagnostica
de los biomarcadores no invasivos de primera linea, tipificando y caracterizando
con una mayor precision a estos pacientes con hepatopatia cronica. De la mano
de la imagen digital patolégica y radiologica, y de su analisis cuantitativo
computacional, ambos enfoques suponen un progreso en el diagnostico de estos
pacientes y aportan definitivamente un valor de fiabilidad al manejo de las

enfermedades hepaticas.

En comparaciéon con el escenario marcado por los ensayos clinicos, donde los
pacientes examinados se someten a una biopsia hepatica para incluir casos con
suficiente actividad necroinflamatoria o fibrosis, esta Tesis Doctoral ha estudiado
a todo paciente con indicacion clinica de biopsia hepética, independientemente
de su grado de lesion y etiologia. La necesidad de disponer de material histologico
como patrén de referencia puede interpretarse como un sesgo de selecciéon de
pacientes, ya que los pacientes sometidos a una biopsia hepatica suelen ser
aquellos que se presentan con hepatopatias mas avanzadas y situaciones clinicas
maés preocupantes. A pesar de ello, en un intento de acercar los datos de practica
clinica diaria y analizar todo el espectro de la enfermedad hepatica cronica, se
estableci6 como criterio de inclusion la indicacion de la biopsia y no sus hallazgos

histologicos.
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En consecuencia, la muestra final incluida presenta una adecuada distribucion
de los distintos sustratos patologicos de interés (Tabla 4). A diferencia de otros
trabajos que comparan condiciones extremas de la enfermedad, tales como sanos
y estadios iniciales frente a casos muy avanzados, en este estudio las lesiones
severas no fueron muy prevalentes (alrededor de un 15% de cirrosis, esteatosis
avanzada o actividad necroinflamatoria severa) y los grados leves o intermedios
estuvieron adecuadamente representados (alrededor de un 20% de la muestra
padecia fibrosis intermedia F2, esteatosis Si1 y inflamacion portal leve)
[104,106,109,143,147,148]. Ademas, la ausencia de lesion (alrededor de un 30%
de la muestra no tiene fibrosis, esteatosis o inflamacion) permiti6 la comparaciéon
con un grupo control con patréon de referencia. Destaca que 15 pacientes (9% del
total) no presentaron ninguna lesidon histologica. El hecho de que el amplio
abanico histologico de las lesiones analizadas esté representado adecuadamente
evita el sesgo de que las pruebas diagnosticas analizadas aumenten falsamente su
VPP y permite utilizar pruebas estadisticas sin incurrir en el error tipo I. La tinica
excepcion a este comentario es la infrarrepresentacion de la hemosiderosis, ya
que solamente el 21% presentaban sobrecarga de hierro (Scheuer>1, n=36). Es de
destacar que solamente hubo un caso de hemocromatosis en la serie de esta Tesis
Doctoral y que, aunque relevante, la sobrecarga de hierro en estas entidades es

poco frecuente [222].

En linea con otros factores de riesgo metabolico y cardiovascular, la etiologia
principal del dafio hepatico en nuestro estudio fue la EHGNA o enfermedad
hepatica metabodlica (MAFLD). Hoy en dia, se observa una tendencia cambiante
en la prevalencia y morbilidad asociadas al desencadenante de la lesién hepatica,
con una disminucion en la carga asistencial por hepatitis virales y un aumento de
la EHGNA [223]. Ademas, en nuestra serie se observo una prevalencia del 57%
de esteatohepatitis entre los sujetos con enfermedad hepatica metabdlica, cifra
elevada pero similar a otros estudios multicéntricos de sujetos con EHGNA y
biopsia, debida a la propia indicacién de la biopsia hepatica que trata de

diferenciar esteatosis simple de esteatohepatitis. [25,224,225].
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5.1. Patologia Digital

El area proporcional de colageno (APC) se ha estudiado principalmente en
sujetos con hepatopatia cronica de etiologia virica [19,40,43,44,47-
49,52,54,55,57,59]. Las diferentes indicaciones de la biopsia hepatica y las
peculiaridades de la fibrosis del higado graso no alcohdlico, con patron
predominante centrolobulillar pero no portal y su menor tasa de progresiéon en
comparacién con el VHC, pueden justificar el hecho de que las muestras de
pacientes de esta Tesis Doctoral presentan valores de area proporcional de
colageno compatibles con Fo mas elevados (APC 5,4% en nuestra cohorte frente
al 2,7% de media para las series de hepatitis virales) y un porcentaje de colageno
menor para el estadio F4 (APC 13,2% en nuestra cohorte frente al 20,7% de media
para las series de hepatitis viral) [19,40,43,44,47-49,52,54,55,57,59]. Los
resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que el valor diagnoéstico del area
proporcional de colageno presenta limitaciones para diferenciar los estadios leves
e iniciales de fibrosis. Es en estas etapas donde los cambios morfologicos y
arquitecturales cualitativos juega un papel mas importante con respecto a la
cantidad de fibras de colageno (Figura 25) [23]. A pesar de ello, el area
proporcional de colageno es capaz de discriminar la fibrosis avanzada con una
gran precision (AUC F3-4: 0,92), ya que un APC de 9,6% como punto de corte
permite identificar a los sujetos con mayor riesgo de desenlaces clinicos asociados
a su enfermedad [192]. La distribuci6én de los valores de la Patologia Digital fue
muy similar a los obtenidos por E. Buzzetti y colaboradores, que aplicaron una
metodologia de analisis similar a la empleada en esta Tesis: objetivo de gran
aumento (40x), escaneado de la muestra histolégica completa, tincion con Rojo
Sirio y algoritmos de segmentaciéon basados en la forma y el color [37]. Las
diferentes tinciones para la deteccién de fibrosis, como el tricromico de Masson
o la elastica de Van Gieson, no son selectivas de las fibras de colageno y la

cantidad de tincion podria no corresponder con el area proporcional de colageno

[41-43,47-49,52].
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Una tincion adecuada y estandarizada del Rojo Sirio (Figura 11) identifica
especificamente las fibras de colageno y deberia emplearse en el analisis de la
Patologia Digital para no infraestimar la medida del porcentaje de fibrosis
[23,226]. Aunque la presencia y el grado de fibrosis estan relacionados con el
desarrollo de la esteatohepatitis, la fibrosis también puede estar presente en
pacientes con esteatosis simple [225,227]. En esta Tesis Doctoral, las mediciones
de colageno y su distribucion entre las categorias de EHGNA (Figura 30)
efectivamente confirma que los pacientes con esteatosis simple pueden tener
cierto grado de fibrosis (APC media de 7,2%), con una prevalencia creciente de
esteatohepatitis a medida que empeora la fibrosis (APC media de 9,2%). Por
tanto, cuantificar la fibrosis hepatica y categorizar a los pacientes segin el
porcentaje de colageno puede permitir una evaluacion pronostica mas precisa
[37,49,228]. En este mismo sentido, es razonable considerar que el area
proporcional de colageno permite evaluar la eficacia terapéutica de forma similar

a como ya se ha demostrado en la colangitis biliar primaria [229].

La excelente concordancia en la prueba-reprueba de las imagenes patologicas
digitalizadas para evaluar la repetibilidad del método. La reproducibilidad del
analisis computacional para la esteatosis, inflamaciéon y hierro obtuvo un
coeficiente de variacion no superior al 1,1%. Aunque aceptable, el area
proporcional de colageno obtuvo el coeficiente de variacién mas alto (6,3%)
debido muy probablemente al procesado manual previo de las imagenes para
eliminar elementos de colageno estructural normal en los tractos portales, los
espacios vasculares y el tejido conectivo de la capsula hepatica (Figura 17). A
pesar de que la edicion manual se realizé por dos patologos expertos y ciegos al
diagnostico final, la consistencia de los datos para las mediciones repetidas fue

excelente (CCI >0,96).

En cuanto a la esteatosis, pocos trabajos han analizado el area proporcional de
grasa (APG) con la Patologia Digital (Anexo 1, Tabla 1). Los resultados en esta
Tesis Doctoral muestran que existe una alta correlacién entre el area
proporcional de grasa y los grados de esteatosis, pudiendo discriminar de esta

forma entre todos los grados.
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Un umbral APG de 13,9% detecta esteatosis severa (AUC S3: 0,95), que ademas
se relaciona con una fibrosis significativa y una mayor morbimortalidad [14,225].
El mejor rendimiento del anélisis digital de la grasa en comparaciéon con el
colageno se debe principalmente al sistema de puntuacién histolégica empleado
por los patologos para la esteatosis, ya que consideran anicamente el porcentaje
de tejido ocupado por gotas de grasa y no los cambios arquitecturales o
morfologicos. Diversas publicaciones previas obtienen unos resultados similares
aplicando algoritmos de segmentacion analogos basados en la umbralizacion
restrictiva del color, el tamano y la forma de las vacuolas lipidicas [39,56]. En
paralelo con estos estudios, los valores del area proporcional de grasa obtenidos
en esta Tesis Doctoral fueron inferiores al rango porcentual del grado de
esteatosis dictaminado por los patélogos. Cabe destacar que el grado S3
correspondi6 a un area proporcional media de grasa del 21% con practicamente
todos los casos por debajo del umbral del 30%. Otros trabajos que han empleado
distintas tinciones para el analisis de area proporcional de esteatosis, como el
tricromico de Masson o H&E, obtienen sin embargo unos valores méas elevados
[51,230]. Para clarificar estos aspectos, en esta Tesis se llevd a cabo un anélisis
interno para comparar el area proporcional de grasa obtenida con la tincién H&E
y con la inmunohistoquimica (IHQ) adipofilina. Se observo unos valores mas
elevados y un mayor solapamiento de datos en las mediciones de APG con la
tincion H&E. Estas medidas aumentaron una media del 1,3% con respecto a las
obtenidas con la THQ adipofilina. Esta discrepancia debe atribuirse a la
cuantificacién de espacios parenquimatosos no lipidicos como la rarefaccion
citoplasmatica de los hepatocitos, los vasos sanguineos sinusoidales y los
conductos biliares en la tincion H&E (Figura 42). La magnitud de esta
sobreestimacion grasa con la tincion H&E se observd que era significativa s6lo en
el espectro inferior de afectacion (grados So y S1). La ausencia de diferencia en
los grados S2 y S3 puede deberse a la compresién sinusoidal por el parénquima
esteatdtico, reduciendo los errores causados por la cuantificacion de estos
espacios no lipidicos. En definitiva, al igual que con la tincién histoquimica del
Rojo Sirio para el colageno, la IHQ adipofilina tifie las vacuolas lipidicas y ofrece
una cuantificacion mas precisa del area de esteatosis, evitando la sobreestimacion
de espacios blancos no unidos a la membrana lipidica como son los vasos

sanguineos y los desgarros del tejido. Nuestro estudio también confirma el hecho
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de que los pacientes con esteatohepatitis tienen valores mas elevados de area
proporcional de grasa frente a los que sélo presentan esteatosis (Figura 31).
Aunque en la puntuacibn NASH-CRN tienen un peso desequilibrado los
componentes definitorios de esteatohepatitis, con un gran peso de la esteatosis,
al utilizar la clasificacion FLIP/SAF se demuestra que el drea grasa aumenta
claramente con la severidad de la EHGNA. Estos resultados afaden evidencia al
impacto del grado de esteatosis como marcador importante de la actividad en la
hepatopatia metabdlica [231,232]. Es de destacar que la adipofilina también
puede expresarse en los hepatocitos balonizados, lo que contribuiria a aumentar
los valores de area proporcional de grasa en la esteatohepatitis [233]. Una
revision en profundidad de nuestras biopsias confirm6 que los hepatocitos
balonizados se tefilan con adipofilina en el borde roto de la vacuola lipidica
citoplasmatica (Figura 43). Pese a ello, y dado que la proporcion de grasa medida
con adipofilina muestra una mejor correlacion con los grados de esteatosis
(r=0,85) frente al porcentaje medido con H&E (r=0,63), la sobrestimacién por la
tincion de hepatocitos balonizados parece tener un menor impacto en la
evaluacion de la esteatosis que los espacios parenquimatosos no lipidicos tenidos
con H&E. Por ultimo, la observacion de una asociacion no lineal con la
puntuaciéon de fibrosis respalda la evidencia de que la esteatosis disminuye

cuando se desarrolla la cirrosis en la EHGNA [234].
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Figura 42: Analisis digital de una biopsia con lesiones histologicas compatibles
con esteatohepatitis (Ventana iScan HT, aumento de x40). (A) La
inmunohistoquimica adipofilina muestra una reacciéon positiva en torno a la
esteatosis micro-macrovesicular; (B) el algoritmo computacional de
segmentacion basado en umbrales de color y forma identifica las gotas de lipidos
(marcadas en verde); (C) seccion de tejido tefiida con H&E; (D) el algoritmo de
segmentacion identifica las vacuolas lipidicas (marcadas en verde) y los espacios
parenquimatoso no lipidicos como la rarefaccion citoplasmatica de los
hepatocitos (circulo amarillo) y el conducto biliar (flecha amarilla).
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Figura 43: Tincion inmunohistoquimica adipofilina en una biopsia con lesiones
histologicas compatibles con esteatohepatitis (Ventana iScan HT, aumento de
x40). La expresion positiva para la adipofilina se observa en gotas de lipidos, pero
también en hepatocitos balonizados (flechas negras).

Una de las grandes novedades que aporta esta Tesis Doctoral es el uso de
patologia digital para cuantificar simultaneamente las células inflamatorias y los
depositos de hierro. Los sistemas de gradaciéon de la inflamacion se basan en
cambios morfologicos como los agregados de linfocitos y monocitos [235,236].
La puntuaciéon SAF para la inflamacion lobular se constituye por el ntimero de
focos inflamatorios en el lobulillo hepatico, mientras que la puntuacion Batts
Ludwig se basa en si el infiltrado inflamatorio portal rebasa la membrana
limitante con erosion de la misma (hepatitis de interfase). Se observé una
correlacion baja entre el marcador CD45+ y los grados de inflamacién, siendo el
area proporcional de células inflamatorias capaz de discriminar inicamente la
presencia de inflamacién moderada y severa (Figura 28). La falta de precision
comparado con los demas sustratos patolégicos analizados con patologia digital
probablemente se deba a cuatro razones principales: (I) imposibilidad de la
Patologia Digital para diferenciar entre la inflamacion portal y la lobulillar; (IT) el

enfoque cuantitativo de una escala de base cualitativa basada en cambios
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morfologicos; (III) la alta variabilidad interobservador que existe en la gradacion
de la actividad necroinflamatoria [20]; y (IV) el uso de marcadores no especificos
de linfocitos y monocitos como el IHQ CD45 que marca las diferentes células
hematopoyéticas. Una explicacion al incremento del porcentaje CD45+ que se
aprecia en los grados moderados de inflamacion (SAF I2 y Batts Ludwig I3-4) es
la gran afluencia de linfocitos y monocitos derivados de macrofagos que se
aprecia en las formas severas de la enfermedad hepatica, tales como la

esteatohepatitis y la hepatitis de interfase [237,238].

Es de destacar que mediante Patologia Digital no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el area proporcional de inflamacién entre las
diferentes categorias de EHGNA (Tabla 9). Empleando una metodologia
computacional distinta, otro estudio reciente que también ha valorado la
distribucion de células CD45+ en la EHGNA demuestra la presencia de un mayor
porcentaje de células inflamatorias activadas en la esteatosis hepatica en
comparacion con los controles sanos, sin diferencia alguna con la esteatohepatitis
[239]. Esta falta de discriminacién se debe muy probablemente al hecho de que:
(I) nuestra cohorte presenta una frecuencia baja de casos con inflamacién
avanzada (24%); (II) el analisis digital no diferencia entre afectacién lobular y
portal mientras que las escalas histologicas semicuantitativas de la EHGNA
solamente tienen en cuenta la inflamacién lobulillar; y (III) la definicion de
esteatohepatitis depende en gran medida de un patrén morfolégico basado en
cliusters o agregados celulares mas que de un valor cuantitativo. Ademas, el
término esteatohepatitis incluye no solo inflamacién sino también balonizacion
hepatocelular, hallazgo este dltimo que no se tipifico ni cuantificé con las
tinciones inmunoespecificas. La IHQ Sonic Hedgehog o la queratina 8/18
identifican de manera selectiva la degeneracion balonizante y permitirian definir
los sujetos con esteatohepatitis con una mayor especificidad que el marcador
CD45 [240,241]. Por ultimo y en linea con estudios anteriores, la existencia de
una correlacién lineal entre los estadios de fibrosis y el 4rea proporcional CD45+
confirma que en la enfermedad hepéatica avanzada aumenta la infiltraciéon de

células inflamatorias activadas. [225,242].

Para la validacion del analisis y la cuantificacion del hierro se ha utilizado como

patréon de referencia la escala histolégica Deugnier porque, a diferencia de la
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escala Scheuer, tiene en cuenta tanto los depositos parenquimatosos como
mesenquimales. Esta decision ha permitido una comparacion mas directa con la
tincion de Perls evaluada mediante la Patologia Digital y permitiendo demostrar
en esta Tesis la buena correlacion existente con el area proporcional de hierro. La
escala de Deugnier y los puntos de corte seleccionados (=1% and >5%) se han
validado también en otras series de sujetos sin hemocromatosis [197,243]. Se ha
demostrado en esta Tesis que un area proporcional de 1,5% se asocia con
presencia de hierro (Deugnier >1) y que, por lo tanto, superar ese valor representa
un marcador subrogado de enfermedad hepatica avanzada [243,244]. Nuestros
datos también indican que no hay diferencias entre la cantidad de hierro
demostrada por su area proporcional en Patologia Digital y las categorias
establecidas de EHGNA. A pesar de que la magnitud del deposito del hierro en la
enfermedad metabdlica grasa es relativamente pequena, estudios previos y
nuestros resultados indican que su impacto en la esteatohepatitis depende mas

de la distribucion de los depésitos que de su cantidad [15,199].

5.2. Biomarcadores no invasivos de primera linea

El siguiente aspecto de esta Tesis ha sido analizar la precision diagnostica de los
biomarcadores no invasivos considerados como de primera linea en la practica
clinica habitual. De estos biomarcadores se han analizado los analiticos y por
FibroScan. Uno de los objetivos de este andlisis era identificar las zonas grises o
indeterminadas que no permiten clasificar adecuadamente a los pacientes y

determinar la magnitud de esta incertidumbre.

De todos los biomarcadores séricos analiticos evaluados, NAFLD Fibrosis Score
y Hepatic Steatosis Index presentaron una mejor precision para diagnosticar la
fibrosis y esteatosis, respectivamente. Este resultado parece relacionarse con la
elevada prevalencia de DM (33%) y obesidad (media IMC de 29 kg/m?2) en
nuestra poblaciéon. De forma similar a los resultados de estudios centrados en la
EHGNA, sus rendimientos diagnosticos rondaban en esta Tesis un AUC=0,8 con

variaciones en funcién de los grados de enfermedad que se pretende diferenciar,
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pero con una elevada sensibilidad y valor predictivo negativo [245]. Por otro lado,
y en linea con otros trabajos, los valores analiticos de transaminasas y ferritina
solamente permiten sospechar afectacion inflamatoria y por deposito de hierro
dado que su grado de correlacion con el area proporcional de inflamacién y hierro

es baja [226].

El FibroScan fue de todos los biomarcadores de primera linea analizados el
biomarcador no invasivo con mejor precision diagnoéstica. Sin embargo, entre un
25-30% de los sujetos caian en la zona gris que no permitia su correcta
clasificacion (Figuras 34,35). Estos resultados confirman y ponen de manifiesto
la necesidad de emplear otra prueba diagnostica que, de manera secuencial,

permita categorizar a los pacientes no tipificados mediante el FibroScan [27].

El analisis de la correlacion entre los biomarcadores no invasivos y las medidas
de patologia digital es unos de los aspectos mas novedosos de esta Tesis Doctoral.
Los ratios de correlacion obtenidos se reflejan en la Figura 44. Las mejores
correlaciones se observaron entre el FibroScan y el area proporcional de colageno
(kPa - APC) y de grasa (CAP -APG). Esta informacion nos acerca de una manera

mas cercana y cuantitativa a la biopatologia del proceso subyacente.

r=04 r=0,5 r=0,7
AST/ALT - API FibroScan kPa - FibroScan CAP
Ferritina - APFe APC - APG

Figura 44: Semaforo de correlaciones entre los biomarcadores no invasivos de
primera linea y la Patologia Digital. En rojo se marca una correlacion débil entre
los biomarcadores analiticos (transaminasas y ferritina) con el area proporcional
de inflamacién (API) y hierro (APFe), respectivamente. En amarillo se marca una
correlacion moderada entre el FibroScan con su valor de rigidez hepatica (kPa) y
el area proporcional de coldgeno (APC). En verde se marca una correlacion fuerte
entre el FibroScan con su parametro de atenuacién controlada (dB/m) y el area
proporcional de grasa (APG).
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Estudios recientes también centrados en estos anélisis obtienen resultados
similares. Asi, empleando la tinciéon Rojo Sirio para detectar fibrosis y analizando
sujetos con distintas etiologias de hepatopatia cronica, la correlacion entre el
FibroScan (kPa) y el area proporcional de colageno suele considerarse sélo como
moderada (valor der en torno al 0,5) [45,70,71,246]. Conviene destacar el estudio
de Israelsen M y colaboradores que analizan sujetos con hepatopatia alcoholica
avanzada, la mayoria cirroticos, obteniendo una correlacion maés fuerte (r=0,86)
[36]. Es probable que el rango de dispersion de los datos en estadios avanzados
de la enfermedad (F4) con valores més elevados de area proporcional de colageno
(APC>20%) y FibroScan (>20kPa) sea responsable de esta correlacion mas alta
(Figura 45). En nuestro estudio, solamente 14 sujetos (9%) presentaron un valor
de elasticidad hepatica >20kPa y s6lo un tinico caso tuvo un valor de APC>20%.
Asi pues, en poblacién sin cirrosis avanzada el grado de correlacion es menor
dada la coexistencia de los factores de confusion que acontecen simultaneamente

en el proceso biopatoldgico subyacente.

80 100

Transient elastography (kPa)

T T I T T T

0 10 20 30 40 50
Collagen proportion area

Figura 45: Imagen de Israelsen M, et al [36]. Grafico de dispersion lineal que
muestra en su serie la correlacion entre FibroScan y el area proporcional de
colageno (APC). Notese como en estadios de enfermedad no avanzada (Fo-F3,
<20Kpa, APC<20%) existe un mayor grado de solapamiento entre los datos. La
correlacién aumenta (menos solapamiento) a partir de los casos con enfermedad
avanzada (F4, >20kPa, APC>20%). La separacion entre poblaciones se ha
marcado con lineas rojas.
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El valor de FibroScan CAP obtuvo un grado de correlacién alto con el area
proporcional de grasa (seméaforo verde, Figura 43). Los valores obtenidos en esta
Tesis superan los descritos en la literatura debido probablemente a la selectividad
delainmunohistoquimica con adipofilina empleada para la deteccion de vacuolas
lipidicas en nuestras biopsias frente a las tinciones inespecificas de otros estudios

(como el tricromico de Masson) [43].

5.3. RM multiparamétrica

La fibrosis hepatica representa el sustrato histopatolégico con mayor impacto
pronostico en las enfermedades hepaticas cronicas difusas [10]. Por ello, su
diagnostico debe ser lo mas preciso y fiable. Dado que los biomarcadores de
primera linea permiten descartar fibrosis significativa con un elevado valor
predictivo negativo, un objetivo de la RM es diagnosticar la fibrosis significativa
con un elevado valor predictivo positivo VPP (Figura 2). Dado que la afectacion
de las enfermedades hepaticas es usualmente heterogénea en su distribucion, es
importante conocer las medidas de tendencia central de los biomarcadores de
imagen y las de dispersion. Un ejemplo de ello en evaluado en esta Tesis Doctoral
es la fraccion de perfusion (f) que se correlaciona inversamente con la fibrosis
(Figura 46). En la distribucion de la variable f, el p25 (los casos con mayor
restriccién a la perfusion) y la desviacion estandar (los casos con elevada
dispersion de sus valores con zonas poco perfundidas y otras muy vascularizadas)
son los que mejor predicen la fibrosis hepatica. Estos resultados nos permiten
topografiar la heterogeneidad de la enfermedad y aumentar la capacidad
predictiva mas alld de las medidas de tendencia central. Hoy en dia, los
parametros con biomarcadores de imagen computacional mas estudiados han
sido los derivados de la secuencia Difusion (modelo IVIM) y los mapas de los

tiempos T1 de relajacién (Anexo 1, Tabla 4).
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Figura 46: Las hepatopatias cronicas presentan con frecuencia una afectacion
difusa pero heterogénea en su distribucion, por lo que los parametros mejor
empleados para describirlas han sido las medidas de localizacion central y las de
dispersion.

Respecto al modelo IVIM, el Coeficiente de Difusién Aparente biexponencial
(ADC) biexponencial mostré los mejores resultados, permitié discriminar a los
sujetos con fibrosis avanzada con un AUC de 0,79 (IC95% 0,70-0,87). Otros
modelos mas complejos de analizar los parametros de Difusion han dado
resultados mas variables. Asi, existen multitud de estudios que muestran una
correlacion débil entre los pardmetros IVIM y los estadios de fibrosis
[128,131,133,138-141,144]. Similar a estos trabajos, las diferencias estadisticas de
ADC, D, D* y f que obtenemos en esta Tesis Doctoral (Tabla 14) han presentado
una magnitud del efecto pequeiia con un valor estadistico F bajo. Para diferenciar
los estadios de fibrosis, los modelos de Kurtosis y Stretched presentaron una
mejor capacidad diagnéstica comparados con el modelo IVIM. Estudios
procedentes de China y Korea en sujetos con hepatopatia virica han mostrado una
correlacion moderada entre los coeficientes de difusion aparente (Dapp para
Kurtosis) y la difusion distribuida (DDC para Stretched) con los estadios de
fibrosis [135-137]. La correlacion de Pearson rondaba el valor de r: -0,5 y sélo
aumentaba a una correlacién fuerte (r >0,6) con la inclusion de sujetos sanos en

el andlisis para que se magnificaran las diferencias [137]. Nuestros resultados
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univariantes mostraron que Dapp presenta una correlacion débil con el area
proporcional de colageno (p: -0,32) pero moderada con los estadios de fibrosis
(p: -0,46), permitiendo discriminar los sujetos con fibrosis avanzada (AUC=0,82;
I1C95% 0,75-0,90). El Coeficiente de Difusion Aparente (Dapp) destaca como el
parametro de imagen de mayor precision para diagnosticar y gradar la fibrosis
hepatica. Sin embargo, los resultados con Dapp ilustran la limitaciéon de la RM:
(I) una precision diagnostica inferior al FibroScan (AUC-kPa: 0,89 vs AUC-Dapp:
0,82; para fibrosis avanzada); y (II) una especificidad similar entre ambas
pruebas (81-82%) con una mayor sensibilidad global por parte del FibroScan
(87% vs 69%).

Existen algunos trabajos que han estudiado la correlacién entre los valores de RM
(principalmente el Tic) y el area proporcional de colageno [70,71,108]. En
poblacion con esteatosis hepatica, la correlacion de Tic con el area proporcional
de colageno varia desde inexistente (r=0,14 [70]), a débil (r=0,3 [71]) e incluso
moderada (r=0,57 [108]). Estos resultados pertenecen al mismo grupo de
investigacion con una metodologia similar (LiverMultiScan, Perspectum
Diagnostics, Oxford, UK) y la variabilidad de sus resultados demuestra
probablemente la dificultad para reproducir los analisis de las imagenes. Es
posible que la actividad inflamatoria de la esteatohepatitis suponga un factor de
confusion en la evaluacién de la fibrosis hepatica mediante nuestra aproximacion
por RM [105]. En linea con los resultados obtenidos por Hoad y colaboradores,
el Tic en nuestro estudio se asocia estadisticamente con el marcador de
inflamacién CD45+ (p=0,2; P=0,017). La inflamacién influencia pues el tiempo
de relajaciéon T1y dificulta por tanto su uso para diagnosticar la fibrosis. Ademas,
el FibroScan es un biomarcador de primera linea mucho mas sencillo y

disponible, con una mejor correlacién con el area proporcional de coldgeno

[70,71].

Ante un escenario de incertidumbre y relativa confusion por las miltiples
influencias ejercidas por los diferentes factores histolégicos sobre la precision
diagnostica de las diferentes variables analizadas, con capacidad para excluir,
pero no para diagnosticar, se ha llevado a cabo en esta Tesis Doctoral un analisis
estadistico multivariante. Este modelo predictor utiliza distintos métodos

estadisticos, diferentes desenlaces de interés (incluyendo los estadios para
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fibrosis, fibrosis significativa, fibrosis avanzada y el area proporcional de fibrosis)
e incluyendo todos los parametros para un mejor ajuste (biomarcadores de
primera linea que habian mostrado elevada precisién diagnoéstica [NAFLD FS y
FibroScan] y los obtenidos de laimagen de RM). De los resultados de este anélisis

cabe destacar:

» El indice Obuchowski (I0) evalu6 la capacidad para discriminar los
estadios individuales de la fibrosis. Con la combinaciéon de NAFLD FS,
FibroScan y de los parametros de imagen IVIM, Kurtosis y Stretched
se obtuvo un 10=0,93. La precisioén con esta combinacién es superior a
la obtenida mediante el empleo de los biomarcadores no invasivos
individuales por separado [29]. La combinacion de los biomarcadores
séricos con los de imagen ya se ha planteado con el FIB-4 y la
Elastografia por RM (indice MEFIB) [191]. En nuestro caso, se
selecciond el NAFLD FS por su mayor fiabilidad en poblaciéon con
EHGNA (ya que el FIB-4 se desarroll6 en una poblacion con VHC) y no
se disponia en esta Tesis de la Elastografia por RM. Por ello, se empleo
el FibroScan combinado con las métricas de RM. Ambos enfoques
consiguieron aumentar los valores de especificidad con un VPP por

encima de 90% para el diagnostico de fibrosis significativa [191].

» El valor anadido de utilizar la RM para establecer el diagnostico de
fibrosis significativa no es aumentar la precision diagnoéstica de los
biomarcadores, ya que se obtiene un AUC similar al del FibroScan, sino
aumentar la especificidad de esa precision (Figura 47). Aplicando un
enfoque secuencial, utilizando el FibroScan en un primer momento y
la RM a continuacién, podemos aumentar nuestra exactitud global
descartando la fibrosis significativa en un primer instante (FibroScan)
para diagnosticar la fibrosis significativa en un segundo instante (RM).
Este enfoque tiene especial interés dado que la media de elasticidad en
nuestra poblacion estudiada fue de 8,6 kPa, que es un valor intermedio

que no permite clasificar los casos con fibrosis significativa.

» Tomando el area proporcional de colageno (APC) como un marcador

subrogado de enfermedad avanzada [49,37,228], el anélisis de
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regresion con KNN permitio a la RM diagnosticar un valor de APC
superior a 7,6 con un VPP del 9o y un APC superior al 9,6% con un VPP
del 100% (Figura 37). De nuevo, y a pesar de no poder diagnosticar
todos los casos positivos debido a su error cuadratico medio (RMSE)
del 2%, la elevada especificidad de la imagen permite disminuir el
numero de casos no clasificados adecuadamente con los biomarcadores

de primera linea.
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Figura 47: Analisis de los distintos biomarcadores no invasivos para el
diagnostico de la fibrosis avanzada. La imagen de la izquierda muestra el area
debajo dela curva (AUC) de FibroScan (0,84) y NAFD FS (0,79) para diagnosticar
fibrosis significativa (F >2). La imagen de la derecha muestra el AUC de la RM en
combinacion con el FibroScan y NAFLD FS (0,82). A pesar de mantener una
precision global parecida, el valor de anadir la RM viene dado por un cambio en
la ponderacién de la sensibilidad y la especificidad para diagnosticar fibrosis
significativa. La forma del AUC del FibroScan y el NAFLD FS muestra que
predomina la sensibilidad con un elevado VPN para descartar la fibrosis
significativa. La forma del AUC de la RM evidencia el predominio de la
especificidad con un elevado VPP para diagnosticar fibrosis significativa.

La Fraccion Grasa por Densidad Protéonica (FGDP) presenta una elevada
especificidad en la identificacion y gradacién de la esteatosis hepatica. La
prevalencia de esteatosis hepatica medida por FGDP (>9,1% segun el punto de
Youden con un 95% de sensibilidad y 85% de especificidad) en nuestra muestra
es del 60%, lo que se considera elevada por la presencia de factores metabdlicos

y de riesgo cardiovascular. En este contexto, la FGDP se ha mostrado como un
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predictor independiente de aterosclerosis subclinica [247]. Los puntos de corte
para cada grado de esteatosis coinciden entre los rangos de valores reflejados en
la literatura (Anexo 1 Tabla 2; S1: 3,7-11,3%; S2: 13-23,7%; S3: 16,7-31,5%). Es
importante reconocer que estos umbrales de esteatosis se mantienen en una
poblacion heterogénea de enfermedad hepatica, ya que la mayoria de los estudios
valoran la esteatosis en sujetos con EHGNA como unica etiologia de dafio
hepatico [66,70,73-77]. Una de las grandes novedades de esta Tesis Doctoral es
el andlisis de correlacion entre la FGDP y el area proporcional de grasa calculada
en las biopsias hepaticas mediante Patologia Digital computacional. Varios
articulos han analizado el porcentaje de esteatosis estimado visualmente por los
patologos al microscopio frente al valor FGDP de la RM, obteniendo una
correlacion fuerte [79,82,03]. Un analisis computacional de las biopsias
escaneadas y mas controlado de las imagenes de RM nos permite obtener
correlaciones muy altas (r=0,88) por la elevada precision de la FGDP calculada
con la secuencia MECSE y corregida por T2* y por el multipico de la frecuencia.
Esta correlacién fue mayor que la observada para el valor de FibroScan (CAP) y
el area proporcional de grasa (Figura 39) [43]. Por todo ello, nuestros resultados
confirman la importancia de este parametro de RM y afiaden su validez por la
correlacion lineal con el area proporcional de grasa en la Patologia Digital

computacional.

El diagnostico y la gradacion de la actividad necroinflamatoria en las
hepatopatias cronicas inflamatorias (etiologia virica y HAI) obtuvo en este
estudio resultados poco precisos. Similar a la estimacién de la fibrosis, los
modelos de Kurtosis y Stretched presentaron una mejor capacidad diagnostica
para diferenciar los estadios de inflamacion Batts-Ludwig. En esta valoracion
destaca de nuevo el Coeficiente de Difusién Aparente (Dapp) que permitié
discriminar los sujetos con inflamaciéon avanzada con un AUC de 0,74 (IC95%
0,65-0,83). Numerosos estudios previos muestran también que la capacidad
diagnoéstica de los modelos de Difusion IVIM y Kurtosis es como mucho
moderada, con un coeficiente de correlacién inferior a 0,5 y unas AUC inferiores
a 0,75 (Anexo 1, Tabla 5). Ademas, la precision diagnostica disminuye en los
sujetos con EHGNA ya que la esteatosis ejerce como un factor de confusion (Tabla

17) [129,131].
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Un punto importante de esta Tesis Doctoral es la aplicabilidad de la RM para
diagnosticar los casos de esteatohepatitis en una poblacion con EHGNA. Es muy
relevante resaltar que el valor de la FGDP y el perimetro abdominal de la
secuencia MECSE permite identificar correctamente al 88% de los pacientes con
esteatohepatitis. El perimetro abdominal se calcula segmentando
automaticamente la superficie abdominal con métodos basado en Inteligencia
Artificial utilizando redes neuronales convolucionales (CNN) de Aprendizaje
Supervisado. Aunque en la practica clinica diaria no se suele recoger esta medida,
pues rara vez se mide el perimetro abdominal de los pacientes en las consultas
externas, su extraccion desde las imagenes de RM adquiridas es bastante sencilla
con estas herramientas automaticas. Un ejemplo de la falta de completitud de
este dato en los registros clinicos son los estudios donde se analiza el impacto del
riesgo metabolico en la gravedad de la EHGNA, los cuales solamente disponen de
la medida del perimetro abdominal en la mitad de los pacientes [117]. Por la
asociacion entre obesidad central y resistencia insulina [248], se decidi6 calcular
el perimetro abdominal como una variable por imagen a partir de los algoritmos
computacionales descritos aplicados a las imagenes MECSE de la RM. Ello
permitid, junto con la FGDP, identificar con una elevada precision aquellos
pacientes con esteatohepatitis. Existen diversos estudios que han analizado la
rentabilidad de la RM en el diagnoéstico de la esteatohepatitis (Anexo1, Tabla 6).

De entre ellos, es importante destacar lo siguiente:

= La mayoria de los estudios tienen un tamaiio muestral escaso.
Solamente el 33% superan los 100 casos [66,69,77]. En todos ellos la
prevalencia de esteatohepatitis esta adecuadamente representada, en
torno al 50% de la muestra.

» Presentan diferentes definiciones de esteatohepatitis con distintas
escalas histolégicas empleadas (NASH-CRN o FLIP/SAF) y diferentes
puntos de corte seleccionados, lo que dificultan las comparaciones
entre los estudios.

* De entre los parametros de imagen analizados, el Tic y la FGDP
obtienen buenos resultados, siendo los obtenidos de la difusion y la
elastografia por RM de poca utilidad. Destaca el analisis radiémico de

NASHMRI en el estudio de Gallego-Duran y colaboradores, con una
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AUC de 0,83 [126]. Sin embargo, su tamano muestra es pequeno (n=87
EHGNA, n=44 esteatohepatitis) y sus resultados todavia no se han

validado externamente.

Nuestros resultados de Patologia Digital muestran como el 4rea proporcional de
grasa aumenta con los valores de la escala NASH-CRN (Figura 31) y también con
la categoria de esteatohepatitis definida por el algoritmo FLIP/SAF (Figura 30).
En este contexto, no sorprende la rentabilidad de la FGDP para detectar sujetos
con esteatohepatitis dado que los depositos de grasa tienen un papel importante
en el desarrollo de la inflamacién. Ademaés, el desplazamiento quimico entre la
fase de las senales de los protones de agua y grasa observado por la secuencia
MECSE cuantifica no s6lo la cantidad relativa de senal de grasa sino también del
agua como marcador de edema en el tejido hepatico [249]. Es de resenar que la
combinacion de FGDP y la medida del perimetro abdominal aumenta la precision
con la que se diagnosticaba a los sujetos con esteatohepatitis [69]. Estos
hallazgos, unidos a que la reduccion significativa de la grasa hepatica medida por
RM se asocia con una mayor resolucion de la esteatohepatitis, sitian a la FGDP
como un potencial marcador subrogado de respuesta terapéutica en los ensayos
clinicos de la EHGNA [250].

Por ultimo, la sobrecarga de hierro tuvo una baja prevalencia en nuestra
poblacion de sujetos con enfermedad hepatica y presentacion clinica inicial en las
consultas de hepatologia. Solamente el 15% present6 una concentraciéon de hierro
hepético superior a 36 pumol/gr. A pesar de que la EHGNA suele presentar niveles
de hierro en el rango de la normalidad, su cuantificacion es importante dada su
implicacion prondstica [15,102]. El valor de R2* permite diagnosticar la presencia
de hemosiderosis con una elevada precisién (AUC de 0,83), presentando en estos
niveles bajos una correlacion moderada con el area proporcional de hierro
(r=0,54). La ausencia de una correlacion fuerte puede deberse ademas de a sus
bajos valores a la influencia de la grasa hepatica sobre el valor de R2* [102,103].
A deferencia de los casos con hemocromatosis y elevada sobrecarga de hierro en
los que el valor de R2* se correlaciona linealmente con el deposito tisular
[106,107,111,113], parece que en poblacién con esteatosis hepatica el R2* refleja
mayoritariamente los efectos de susceptibilidad de las vacuolas lipidicas

confundiendo la medicion precisa de los depésitos de hierro. Aunque las
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particulas de hierro tienen efectos de susceptibilidad mucho mayores que las
gotas de grasa, dado que la cantidad de hierro que se encuentra en la poblacién
con EHGNA es baja yla cantidad de grasa es elevada, la esteatosis hepatica parece
tener un impacto negativo en la estimacién del hierro por los valores R2* medidos
por RM. En un subanalisis de nuestros datos, segmentando la muestra en sujetos
con y sin EHGNA, se pudo confirmar este efecto. Asi, los sujetos sin esteatosis
hepatica presentan una correlacion fuerte entre el valor de R2* y el area
proporcional de hierro (r=0,68; P<0,001), mientras que por el contrario los casos
con esteatosis revelan una correlacion débil para el area proporcional de hierro
(r=0,36; P<0,001) y moderada entre el valor de R2* y el area proporcional de
grasa (r=0,59; P<0,001). El AUC de R2* para discriminar pacientes con
sobrecarga de hierro es de 0,91 (IC95% 0,78-0,99) en sujetos sin EHGNA y de
0,8 (IC95% 0,7-0,91) en casos con esteatosis hepatica. Estos resultados muestran
que, a pesar de que R2* es un parametro preciso para diagnosticar el hierro
hepatico, su exactitud se ve influida y reducida por un sesgo atribuible a la

influencia de la grasa.

5.4. Arbol de decisién: algoritmos de empleo de los

biomarcadores de imagen en la practica clinica habitual

A partir de toda la informacion obtenida en esta Tesis Doctoral, se proponen dos
algoritmos diagnosticos para el manejo clinico de las hepatopatias cronicas
difusas. El punto de partida viene dado por los valores de rigidez hepatica
(elastografia, kPa) y atenuacion controlada (CAP, dB/m) obtenidos con el
FibroScan. Se propone este punto de partida porque el FibroScan es una
herramienta accesible y de uso diario en las consultas de hepatologia, y porque
su precision diagnostica validada en este estudio ha demostrado ser fiable como
prueba de primera linea. Los valores de FibroScan permiten acortar el espectro

de pacientes sobre los que hemos de profundizar el estudio.
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Para la fibrosis hepatica, los puntos de corte seleccionados del FibroScan
permiten, con una elevada sensibilidad y especificidad superior al 90%, excluir la
fibrosis significativa (<7,2 kPa, 39% de nuestra muestra) y diagnosticar la fibrosis
avanzada (>11,9 kPa, 23% de la muestra en esta Tesis). Los casos que se sitian en
la zona gris intermedia (38% de la muestra) no pueden ser clasificados
correctamente y, por lo tanto, es en ellos en los que hay que realizar una RM
(Figura 48). El objetico de la RM es identificar los pacientes con fibrosis
significativa o con un area proporcional de colageno superior a 7,6% que deben
derivarse a su valoraciéon por un comité multidisciplinar de enfermedades
hepaticas cronicas difusas (CMD-EHCD). Como ejemplo, en nuestra poblaciéon
de estudio el 48% de los casos en la zona intermedia fueron diagnosticados con

la RM de fibrosis significativa con una especificidad del 92% y un VPP 97%.

kPa “‘W
Sensibilidad > 90% CEETID ® ’»77 Especificidad > 90%

| 72 11,9 |
| , 2 '
Se excluye fibrosis
significativa
: o : ) ‘ Fibrosis avanzada
l Estudio con RM para cuantificar fibrosis
Enfoque secuencial con NFS y FibroScan
No requiere
estudio con RM J\/l
| | Fibrosis significativa ‘ | cMD
EHCD

‘ Porcentaje colageno > 7,6%

Figura 48: Algoritmo diagnoéstico para la fibrosis hepatica. Las flechas dibujan
un arbol de decision clinica de uso en la practica asistencial en pacientes con
enfermedad hepética cronica difusa (EHCD), tamizando los casos que deberian
valorarse por un comité multidisciplinar (CMD). Abreviaturas: NFS, NAFLD
Fibrosis Score; RM, Resonancia Magnética.
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. Estudio con RM para cuantificar grasa y hierro ‘
estudio con RM

Esteatosis leve: 9,1% - 11,4%
4 Esteatosis moderada : 11,5% - 13,8%

Esteatosis severa > 13,8% }—

Esteatosis

i '_. FGDP> 12% + CMD
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Figura 49: Algoritmo diagnostico para la esteatosis, esteatohepatitis y el hierro
hepatico. Las flechas dibujan un arbol de decision clinica de uso en la practica
asistencial en pacientes con enfermedad hepatica crénica difusa (EHCD),
tamizando los casos que deberian ser valorados por un comité multidisciplinar
(CMD). Abreviaturas: FGDP, fraccion grasa por densidad protonica; RM,
Resonancia Magnética.

En cuanto a la esteatosis, los puntos de corte seleccionados del FibroScan
presentan una elevada sensibilidad y especificidad, superior al 90%, para
diagnosticar la presencia de grasa hepatica. Un valor CAP inferior a 242 dB/m
excluye la posibilidad de esteatosis (35% de la muestra en nuestro estudio),
mientras que un valor superior a 295 dB/m establece la existencia de esteatosis
hepatica (36% de la muestra). Cuando el valor CAP es superior a 335 dB/m
permite diagnosticar la esteatosis severa y esteatohepatitis (18% de la muestra).

Asi pues, estaria indicada la realizacién de una RM en los siguientes escenarios

(Figura 49):

1. Sujetos cuyos valores CAP se sittian en la zona intermedia con unos
valores de FibroScan comprendidos entre 242 y 295 dB/m (29% de la

muestra).
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2. Sujetos con valores de FibroScan comprendidos entre 295y 335 dB/m
(18% de la muestra) con datos de alerta clinica por sospecha
esteatohepatitis:

* Aumento del perimetro abdominal (=102 cm en los hombres y
>88 c¢m en las mujeres).

» Presencia de al menos 2 factores de riesgo metabdlico (DM,
hipertensién arterial, dislipemia, fumador) o con una
puntuacion de riesgo cardiovascular elevada (ASCVD >7,5%).

» Indice de masa corporal >30 kg/m2.

» Sospecha de sobrecarga de hierro en el contexto de ferritina

elevada (>200 ng/mL en mujeres y >300 ng/mL en hombres).

El objetivo de la RM en el primer supuesto es tipificar los sujetos con esteatosis y
gradar su severidad. En la poblacion con valores de FibroScan comprendidos
entre 242 y 295 dB/m, la FGDP clasifico al 42% sin esteatosis, el 33% con
esteatosis grado I, el 13% con esteatosis grado I1, el 12% con grado I11y el 9% con
esteatohepatitis. Consecuentemente, la RM derivaria un 18% de los pacientes al
comité multidisciplinar de enfermedades hepaticas cronicas difusas por
indicacién de esteatosis severa y/o esteatohepatitis. El objetico de la RM en el
segundo supuesto es identificar de entre los casos diagnosticados por el
FibroScan de esteatosis, aquellos con esteatosis severa (FGDP>13,8%),
esteatohepatitis (FGDP>12% y perimetro abdominal>107cm) y sobrecarga de
hierro (R2* >66 s). Entre los casos diagnosticados de esteatosis por el FibroScan
con datos de alerta clinica asociados, la RM clasifico6 en nuestra seria al 19% con
esteatosis grado I11, el 30% con esteatohepatitis y el 15% con sobrecarga de hierro
Consecuentemente, la RM derivaria un 42% de los pacientes al comité
multidisciplinar por indicacion de esteatosis severa y/o esteatohepatitis y/o

sobrecarga de hierro.
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5.5. Limitaciones y Lineas de Futuro

Esta Tesis Doctoral presenta algunas limitaciones y fortalezas que deben ser

comentadas y analizadas.

En cuanto a la Patologia Digital, se debe de ser muy especifico con las
inmunotinciones empleadas para poder detectar de manera selectiva el sustrato
patolégico de interés y no sobrestimar las areas proporcionales medidas. La
deteccion de hepatocitos balonizados con THQ adipofilina y distintas células
hematopoyéticas con el marcador CD45 restan especificidad al analisis digital.
Ademas, se debe de interpretar cuidadosamente las comparaciones entre
medidas cuantitativas objetivas de la Patologia Digital y escalas semicuantitativas
subjetivas basadas en patrones morfologicos o arquitecturales. En algunos casos,
la ausencia de diferencias puede deberse a que ambos enfoques son
inherentemente distintos y analizan diferentes aspectos de la entidad. Asi, por
ejemplo, los cambios morfologicos son fundamentales para la caracterizacion de
los estadios de fibrosis bajo e intermedio y de los distintos grados de inflamacion
donde el aporte cuantitativo de colageno y células inflamatorias es menor, no
siendo capaz de reemplazar la evaluacion del patélogo. Ademas, el calculo del
area proporcional de inflamacion o de hierro no permite valorar la distribucion
de su afectacion, es decir, si la inflamacion es lobular o portal y si los depositos

de hierro son parenquimatosos o mesenquimales.

Respecto a la RM, es posible que todavia se requiera ajustar mejor los protocolos
de adquisicion y procesamiento de las imagenes digitales para la cuantificacion
simultdnea de los distintos sustratos patologicos dada la contribucién multiple y
las inferencias producidas en los cambios de sefial, como los ejemplos
mencionados del impacto de la esteatosis en el modelo IVIM y R2* o la
inflamacion en la intensidad de sefial T1. La seleccién de ROI puede ademés no
reflejar la distribucion heterogénea de la enfermedad hepatica y nuestro grupo de
investigacion esta trabajando en la segmentacion automatica de todo el higado
con modelos de Aprendizaje Supervisado e Inteligencia Artificial, para superar

esta limitacion.
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Finalmente, la naturaleza transversal del estudio no permite la evaluacion de los
cambios por imagen durante la evolucion de las hepatopatias cronicas para
determinar los umbrales criticos de irreversibilidad de la enfermedad, la

asignacion del tratamiento médico y la evaluacion del efecto terapéutico.

Esta Tesis Doctoral también posee algunas fortalezas y define nuevas estrategias
que deben destacarse. Se trata de un estudio prospectivo con una poblacion bien
caracterizada de sujetos con hepatopatia cronica con una distribucién adecuada
de los diferentes sustratos patolégicos investigados. Esta informaciéon nos acerca
al escenario de la practica clinica habitual en el manejo de las enfermedades
hepaticas en los Servicios de Digestivo. Para reducir el sesgo institucional, la
evaluacion histopatologica se centralizé en el Hospital Clinico mientras que el
analisis de imagen se realizo en el Hospital La Fe. Dentro de la complejidad del
analisis computacional de las imagenes, se han utilizada herramientas sencillas
sin requerimiento de componentes complejos. Por ejemplo, la RM empled
secuencias de imagen que pueden ser realizadas en todo hospital terciario y evitd
el uso de contraste organoespecifico o de dispositivos externos como la
Elastografia por RM de la que carecen la mayoria de los centros. También, el
analisis de Patologia Digital se bas6 en parametros elementales como el color y la
forma de las biopsias escaneadas, evitando algoritmos complejos de aprendizaje
supervisado y dispositivos especificos como la microscopia de detecciéon de
segundo armonico. La naturaleza automatizada del analisis computacional de las
imagenes digitales proporciona datos altamente reproducibles y facilita su
aplicabilidad. Finalmente, los resultados obtenidos de la RM multiparamétrica
permiten cambiar el enfoque diagnostico de los biomarcadores no invasivos
desde una perspectiva basada en la exclusion de la enfermedad a un diagnostico

orientado a la inclusion de la enfermedad.

Como lineas de desarrollo en las que ya esta trabajando mencionar la enorme
importancia de la segmentacion automatica del higado para extraer la
informacién de la proporciéon de grasa, la cantidad de hierro y la presencia de

colageno e inflamacion de todo el higado.

156



Discusion

Estas herramientas de Inteligencia Artificial pueden también entrenarse para
extraer automaticamente estos parametros sin necesidad de utilizar modelos
predefinidos. Incluso los desarrollos de radiémica con anilisis de texturas y
matrices de coocurrencia pueden mejorar la estimacion de aspectos que se
escapan al analisis preciso como son la fibrosis y la inflamaciéon. Esta misma
Inteligencia Artificial puede ser de utilidad para mejorar el analisis
computacional de la Patologia Digital al analizar también patrones de afectacion,
tan relevantes en la fibrosis y la inflamacion. Finalmente, todos los resultados de
esta Tesis Doctoral deben transferirse a la practica clinica mediante la innovacion
con informes estructurados en FibroScan y RM que incluyan las estimaciones y
sugieran la conducta a seguir. Estos informes estructurados seran la base ademés
de la validacion de los biomarcadores y los algoritmos propuestos en una nueva

serie de casos prospectivos.
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La Patologia Digital permite cuantificar de forma precisa y objetiva las
lesiones histologicas de las hepatopatias créonicas mediante un anélisis
computacional. Su reproducibilidad es muy elevada pero su precisiéon
todavia esta limitada cuando se compara con escalas histologicas basadas

principalmente en los cambios morfolégicos.

Los biomarcadores no invasivos de primera linea, principalmente el
FibroScan, permiten excluir con una elevada sensibilidad la presencia de
fibrosis y esteatosis. Sin embargo, alrededor de un 30% de los sujetos en
su evaluacion clinica inicial no pueden clasificarse adecuadamente con

esta técnica.

La RM multiparamétrica empleada en este estudio permite diagnosticar
con una elevada especificidad la presencia de fibrosis significativa,
cualquier grado de esteatosis y la presencia de sobrecarga de hierro
hepatico. La RM permite por ello seleccionar a aquellos pacientes que
deben ser remitidos a un comité multidisciplinar de enfermedades

hepaticas cronicas difusas.

El diagnostico y la gradacién de la actividad inflamatoria por cualquier
biomarcador analitico y de RM es limitado y no puede sustituir la
indicacion de la biopsia hepéatica. En la poblaciéon con enfermedad
hepética grasa no alcoholica, la fraccion grasa por densidad proténica

elevada (12%) tiene un papel en la identificacion de la esteatohepatitis.
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Anexo 1: Tablas de estudios publicados sobre la precision

diagnostica de la Patologia Digital (Tabla 1) y la Resonancia Magnética
(Tablas 2-6).

Las abreviaturas utilizadas en estas tablas son las siguientes:

A, actividad necroinflamatoria; ADC, coeficiente de difusion aparente;
APC, area proporcional de colageno; APE, area proporcional de
elastina; APG, area proporcional de grasa; API, area proporcional
inflamacién; AUC, area debajo de la curva; a, angulo de inclinacién; a,
indice de heterogeneidad de la difusi6én molecular del agua intracelular
(RM); B, pendiente de la recta (analisis regresion lineal); CBP,
colangitis biliar primaria; CEP, colangitis esclerosante primaria; CHH,
concentracion de hierro en higado; D, coeficiente de difusion pura; D*,
coeficiente de pseudoperfusién; Dapp, coeficiente de difusion
aparente; DDC, coeficiente de difusion corregido sobre heterogeneidad
microestructural; DM, diabetes mellitus; DS, desviacion estandar; EG,
secuencia eco de gradiente; EHA, enfermedad hepatica alcoholica;
EHGNA, enfermedad hepatica grasa no alcohodlica; EHNA,
esteatohepatitis no alcoholica; ERM, espectroscopia por resonancia
magnética; F, fibrosis; f, fraccidon vascular; Fe, hierro; FGDP, fraccion
grasa por densidad protonica; FLIP, Fatty Liver Inhibition of
Progression algorithm; FSE, Fast Spin Echo; gr, gramos; H&E, tincion
hematoxilina-eosina; HAI, hepatitis autoinmune; HAI, histologic
activity index (histologia); HC, hepatocitario; H/G, ratio de senal
relativo entre el higado y la grasa del tejido celular subcutdneo; HH,
hemocromatosis hereditaria; Hi-SNR, alta relacion senal-ruido; IC,
intervalo confianza; IDEAL, iterative decomposition of water and fat
with echo asymmetry and least-squares estimation; IVIM, intravoxel
incoherent motion; Kk, coeficiente kappa; Kapp, valor de kurtosis; L,
lobulitis (inflamacion lobular); LIF, Liver Inflammation and Fibrosis

category; mg, miligramos; ms, milisegundos; umol, micromoles; mEG,
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multieco de gradiente; NASH-CRN, Nonalcoholic Steatohepatitis
Clinical Research Network Scoring System; PDFF, proton density fat
fraction; r, coeficiente de correlacion Pearson; p, coeficiente de
correlacién de Spearman (rho); R., coeficiente determinaciéon; RIQ,
rango Interquartilico; RM, Resonancia Magnética; RM-C, Resonancia
Magnética complex-based; RM-M, Resonancia Magnética magnitude-
based; RM-MC, Resonancia Magnética hibrida magnitude-complex
technique; S, esteatosis; SAF, Steatosis, Activity and Fibrosis score;
shMOLLI, version corta inversion-recuperacion de look-locker
modificada; SIR H/M, ratio intensidad sefal higado—musculo; SNR,
relacion senal-ruido; STIR, short inversion time inversion recovery; T,
Tesla; TE, tiempos de eco; TG, triglicéridos; TH, trasplante hepatico;
TR, tiempo de repeticion; TSL, time of spin lock; T1 , Spin lock
relaxation time constant in rotating frame; VHB, Virus Hepatitis B;
VHC, Virus Hepatitis C.

I. Tabla 1: Estudios realizados en poblacion humana que han
evaluado técnicas de patologia digital para la deteccion y
cuantificaciéon de distintos sustratos patologicos, tomando el
analisis histolégico semicuantitativo (sistemas de gradacion)
como patron de referencia. La tabla resume 30 estudios

ordenados cronologicamente.

II. Tabla 2: Estudios realizados en poblacion humana que han
evaluado la imagen RM con una secuencia eco de gradiente
codificado por desplazamiento quimico con multiples ecos
(MECSE) para la deteccion y cuantificacion de esteatosis
hepatica. La tabla resume 37 estudios ordenados
cronologicamente. Los protocolos de adquisicién de imagen RM
estan resumidos entre la cuarta y la octava columna de la tabla.
La puntuacion histolégica de esteatosis se divide en (I) So, < 5%
steatosis; (IT) S1, 5-33% steatosis; (III) S2, 33-66% steatosis;
(IV) S3, >66% steatosis.
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Tabla 3: Estudios realizados en poblacién humana que han
evaluado la imagen RM para la deteccion y cuantificacion de
hierro hepatico. La tabla resume 18 estudios ordenados

cronologicamente.

Tabla 4: Estudios realizados en poblacion humana que han
evaluado distintas técnicas de RM (Difusion, mapas T1y STIR)
para la deteccion y cuantificacion de fibrosis hepatica, tomando
el analisis histologico como patron de referencia. Se resumen 45
estudios ordenados cronologicamente. La columna imagen RM
incluye informacion sobre intensidad de campo (Teslas);
secuencia (Difusion y modelo [IVIM, Stretched, Kurtosis], mapa
T1 [shMOLLI y Tip], STIR) y protocolo adquisicién entre
paréntesis (valores b para Difusién, TR/TE para T1, TSL para
T1p y TI para STIR); biomarcadores de imagen analizados (ADC
para Difusion; D, D* y f para IVIM; DDC y a para Stretched;
Dapp y Kapp para Kurtosis; tiempo relajacion T1y T2, Ticy T1p
para mapas T1; H/G para STIR).

Tabla 5: Estudios realizados en poblacion humana que han
evaluado distintas técnicas de RM (Difusion, mapas T1y STIR)
para la deteccion y cuantificacion de inflamacion hepética,
tomando el anélisis histolégico como patrén de referencia. Se
resumen 24 estudios ordenados cronolégicamente. La columna
imagen RM incluye la intensidad de campo (Teslas); secuencia
(Difusién y modelo [IVIM, Kurtosis], mapa T1 [shMOLLI y T1p],
STIR) y protocolo adquisicion entre paréntesis (valores b para
Difusién, TR/TE para Ti, TSL para Tip y TI para STIR);
biomarcadores de imagen analizados (ADC para Difusién; D, D*
y fpara IVIM; Dapp y Kapp para Kurtosis; tiempo relajaciéon T1,
Ticy T1ip para mapas T1; H/G para STIR).
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VI.

Tabla 6: Estudios realizados en poblacion humana con
enfermedad hepatica grasa no alcohélica que han evaluado la
imagen RM para la deteccion de esteatohepatitis. La tabla
resume 9 estudios ordenados cronologicamente. La definicion
de esteatohepatitis se realiz6 con la escala histologica NASH-
CRN o FLIP/SAF.

e Anexo 2: Aprobaciones de los Comités Eticos de Investigacion

Clinica (CEIC) en las instituciones sanitarias que han participado en el

desarrollo del estudio.

Anexo 3: Lista de comprobacién de la guia STARD (Standards for

Reporting Diagnostic accuracy studies) para la presentacion de los

datos de investigacion en los estudios de precision de pruebas

diagnosticas. Para cada directriz se especifica el namero de pagina de

la Tesis Doctoral correspondiente.

Anexo 4: Articulos cientificos derivados de la Tesis Doctoral (no se

mencionan las 10 comunicaciones a congresos).

II.

II11.

Marti-Aguado D, Rodriguez-Ortega A, Mestre-Alagarda C, et al.
Digital pathology: accurate technique for quantitative
assessment of histological features in metabolic-associated fatty

liver disease. Aliment Pharmacol Ther. 2021; 53(1):160-171.

Marti-Aguado D, Rodriguez-Ortega A, Alberich-Bayarri A,
Marti-Bonmati L. Magnetic Resonance imaging analysis of liver
fibrosis and inflammation: overwhelming gray zones restrict

clinical use. Abdom Radiol (NY). 2020;45(11):3557-3568.

Marti-Aguado D, Alberich-Bayarri A, Martin-Rodriguez JL, et
al. Differences in multi-echo chemical shift encoded MRI proton

density fat fraction estimation based on multifrequency fat
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peaks selection in non-alcoholic fatty liver disease patients. Clin

Radiol. 2020; 75(11):880.e5-880.e12.

Berzigotti A, Franca M, Marti-Aguado D, Marti-Bonmati L.
Imaging biomarkers in liver fibrosis. Cuantificacion de la
fibrosis hepatica mediante biomarcadores de imagen.

Radiologia. 2018; 60(1):74-84.

e Anexo 5: Proyectos de investigacion concedidos relacionados con la

Tesis Doctoral.

I1.

I11.

72 Convocatoria de proyectos de investigacion en VIH,
enfermedades hepaticas y hemato-oncologia de GILEAD
Sciences (GLD19/00050).

Ayudas FIS a la Investigacion, Accion Estratégica en Salud (AES
2019), Instituto de Investigacion Carlos III, Ministerio de

Ciencia e Innovaciéon (P119/0380).

Contrato Rio Hortega, Instituto de Investigacion Carlos III,

Ministerio de Ciencia e Innovacién (CM19/00212).
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GENERALITAT VALENCIANA

3

\\\\ P x‘/.f‘i'm
DEPARTAMENT CLINIC MALVA-ROSA

Hospital Clinic. Universitari

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC UNIVERSITARI DE
VALENCIA

D. Antonio Peldez Hernandez, Presidente del Comité Etico de Investigacion Clinica-del Hospital Clinic
Universitari-de Valencia

CERTIFICA

Que en este Comité, en su reunién de fecha 27 de.octubre de:2016, y seglin consta en el-acta-de la misma,
se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto de investigacion que lleva por
titulo:

Estudio prospectivo multicéntrico observacional de precision diagndstica de los biomarcadores de imagen
en las hepatopatias crénicas difusas.

Mismo que serd llevado a cabo en el Servicio de Medicina Digestiva y cuyo investigador principal es el Dr.
Miguel Angel Serra Desfilis, acordando que retne las caracteristicas adecuadas referentes a informacion a
los pacientes y cumplimiento-de los criterios éticos para la investigacién médica y biomédica establecidos en
la Declaracidn de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la Asamblea Médica Mundial, y sus revisiones
(Octubre 1975, Tokio, Japén), {Octubre 1983, Ve necia, Italia), {Septiembre 1989, Hong Kong), (Octubre 1996,
Somerset West, Sudafrica), {Octubre 2000, Edimburgo), (Octubre 2008 Sedl, Corea) y {Octubre 2013
Fortaleza, Brasil) y en la Declaracion Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos del Hombre de la
UNESCO y los acuerdos del Protocolo Adicional del Consejo de Europa para la proteccién de los Derechos
del Hombre y de la dignidad del ser humano frente a la aplicaciones de la biologia y de ln medicina (Paris
12-1-1998, ratificado el 23-7-1999).

Lo que certifico’a efectos oportunos de la corealizacion de la Tesis Doctoral de:Don David Marti Aguado.

Valencia, 27 de octubre de 2016.

Yoo ~

P

oM

Fdo. : D. Antonio-Rel3ez Herndndez

Presidente del Comite Etico de Investigacion Clinica
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L&Fe
Departament

de Salut

FPNT-CEIB-04 (B)

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secretario del Comité de Etica de la Investigacion
con Medicamentos del Hospital Universitario y Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesién de fecha 14 de junio de 2017, el Proyecto
de Investigacion:

Titulo: “ESTUDIO PROSPECTIVO MULTICENTRICO DE  PRECISION
DIAGNOSTICA DE LOS BIOMARCADORES DE IMAGEN EN LAS HEPATOPATIAS
CRONICAS DIFUSAS.”

N° de Registro: 2017/60031/PI

Versionffecha del protocolo: Marzo 2017

Versiénffecha de la Hoja de Informacién al Paciente y Consentimiento Informado: 2/ 30
de marzo de 2017

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacion biomédica
con sujetos humanos y es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, etc, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacién al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia, este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Investigacion que sera realizado en el Hospital Universitario y Palitécnico
La Fe por el Dr. SALVADOR BENLLOCH PEREZ del servicio de MEDICINA
DIGESTIVA, y por el Dr. LUIS MARTI BONMATI de! servicio de RADIOLOGIA como
Investigadores Principales.

Que el CEIm del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, tanto en su composicién
como en sus procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y
con la legislacién vigente que regula su funcionamiento, y que la composicién del
CEIm de! Hospital Universitario y Politécnico La Fe es la indicada en el anexo |,
teniendo en cuenta que, en el caso de que algin miembro participe en el estudio o
declare algin conflicto de interés, no habra participado en la evaluacién ni en el
dictamen de la solicitud de autorizacion del estudio clinico.

FOSPITAL LA FE”
CGullTe E7ICO F
FASTGMYia -

Secretario del Comité de Etica de la Investigacién con Medicamentos



% GENERALITAT i DEPARTAMENT DE SALUT VALENCIA
VALENCIANA ARNAU DE VILANOVA-LLIRIA
N\

CEIm: 29/2019

Dr. Fernando Sanchez-Toril Lépez, Presidente del Comité Etico de
Investigacién con medicamentos del Departamento de Salud Arnau de

Vilanova - Lliria

INFORMA

Reunidos los miembros del Comité Etico de Investigacion con medicamentos del
Hospital Arnau de Vilanova, en su sesién ordinaria del dia 27 de Noviembre de 2019
(acta 13/2019), y una vez estudiada Ia documentacion presentada por el Dr. Salvador
Benlloch Pérez en calidad de investigadora principal, del proyecto que se llevara a cabo
en el Servicio Digestivo del Hospital Arnau de Vilanova-Lliria en colaboracién con los
Hospitales H. Universitario y politécnico de la Fe de Valencia y Hospital Clinico de
Valencia, como miembros del equipo tiene a bien informar que el proyecto de
investigacion, titulado:” “Estudio multicentrico de precisién diagnostica de los
biomarcadores de imagen en las hepatopatias crénicas difusas.”, se ajusta a las
normas deontoldgicas establecidas para tales casos.

Se emite dictamen favorable a la realizacién de dicho proyecto.

Y para que conste, lo firma en Valencia con fecha 27 de Noviembre del 2019

0 4
S pd %8
¢fF & "%
' i g W £
Fdo. Dr. Fernando Sanchez-Toril Lopez Z N s
w T ®
Presidente del CEIm % ce® o

9 s
¢ Samipyy w

DEPARTAMENT DE SALUT DE VALENCIA - ARNAU DE VILANOVA - LLIRIA
Sant Climent, 12 - 46015 Valéncia - Teléfon 961-976000
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Section & Topic No Item
TITLE OR
ABSTRACT
Identification as a study of diagnostic accuracy using at least one measure of accuracy
1
(such as sensitivity, specificity, predictive values, or AUC) 1
ABSTRACT
Structured summary of study design, methods, results, and conclusions
2
(for specific guidance, see STARD for Abstracts)
INTRODUCTION
Scientific and clinical background, including the intended use and clinical role of the index
3 st 29-47
4 | Study objectives and hypotheses 51-53
METHODS
Study design 5 | Whether data collection was planned before the index test and reference standard were
performed (prospective study) or after (retrospective study) 57
Farticipants 6 | Eligibility criteria 58
On what basis potentially eligible participants were identified
7
(such as symptoms, results from previous tests, inclusion in registry) 58
Where and when potentially eligible participants were identified (setting, location and
8 dates) 57-58
9 | Whether participants formed a consecutive, random or convenience series 57-58
Test methods 10a | Index test, in sufficient detail to allow replication 74-85
10b | Reference standard, in sufficient detail to allow replication 59-68
11 | Rationale for choosing the reference standard (if alternatives exist) 59-64
Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result
12a | categoriesof the index test, distinguishing pre-specified from
exploratory 87
Definition of and rationale for test positivity cut-offs or result categories
12b | of the reference standard, distinguishing pre-specified from
exploratory 62-64
Whether clinical information and reference standard results were
13a
available to the performers/readers of the index test 74
b Whether clinical information and index test results were
1
3 available to the assessors of the reference standard 62
Analysis 14 | Methods for estimating or comparing measures of diagnostic accuracy 86-89
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15 | How indeterminate index test or reference standard results were handled 86-89
16 | How missing data on the index test and reference standard were handled 86-8¢9
Any analyses of variability in diagnostic accuracy, distinguishing pre-specified from 86.8
17 .
exploratory 9
18 | Intended sample size and how it was determined 89
RESULTS
Participants 19 | Flow of participants, using a diagram 95
20 | Baseline demographic and clinical characteristics of participants 93-95
21a | Distribution of severity of disease in those with the target condition 96-97
21b | Distribution of alternative diagnoses in those without the target condition 95
22 | Time interval and any clinical interventions between index test and reference standard 93
Test results Cross tabulation of the index test results (or their
2
3 distribution) by the results of the reference standard 96-97, 116-118, 121-124
Estimates of diagnostic accuracy and their precision (such as 95%
2
4 confidence intervals) 98-126
25 | Any adverse events from performing the index test or the reference standard 93
DISCUSSION
o6 Study limitations, including sources of potential bias, statistical uncertainty, and
generalisability
155-157
Implications for practice, including the intended use and clinical role of the index
2
7 fest 151-154
OTHER
INFORMATION
28 | Registration number and name of registry 57
29 | Where the full study protocol can be accessed 253-255
30 | Sources of funding and other support; role of funders

STARD 2015
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Digital pathology: accurate technique for quantitative
assessment of histological features in metabolic-associated

fatty liver disease

David Marti-Aguado

| Alejandro Rodriguez-Ortega
Ménica Bauza | Elena Valero-Pérez

| Claudia Mestre-Alagarda |

| Clara Alfaro-Cervello'” | Salvador Benlloch

Judith Pérez-Rojas | Antonio Ferrindez | Pilar Alemany-Monraval |
Desamparados Escudero-Garcia | Cristina Monton | Victoria Aguilera |

Angel Alberich-Bayarri

Valencia, Spain

Correspondence

David Marti-Aguado, Department of
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University Hospital, INCLIVA Health
Research Institute, Valencia, Spain; Rio
Hortega, Instituto Salud Carlos Ill, Madrid,
Spain.
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Funding information

This study was funded by the Spanish
Ministry of Science and Innovation, Instituto
de Salud Carlos 111 {P119/0380) and GILEAD
Sciences (Grant Number: GLD19/00050),
The funders had no role in study design,
data collection and analysis, decision to
publish or preparation of the manuscript.

| Miguel Angel Serra | Luis Marti-Bonmati

Summary

Background: Histological evaluation of metabolic-associated fatty liver disease
{MAFLD) biopsies is subjective, descriptive and with interobserver variability.

Aims: To examine the relationship between different histological features {fibrosis,
steatosis, inflammation and iron) measured with automated whole-slide quantitative
digital pathology and corresponding semiquantitative scoring systems, and the distri-
bution of digital pathology measurements across Fatty Liver Inhibition of Progression
(FLIP) algerithm and Steatosis, Activity and Fibrosis (SAF} scoring system

Methods: We prospectively included 136 consecutive patients who underwent
liver biopsy for MAFLD at three Spanish centres (January 2017-January 2020).
Biopsies were scored by two blinded pathologists according to the Non-alcoholic
Steatohepatitis (NASH) Clinical Research Netwark system for fibrosis staging, the
FLIP/SAF classification for steatosis and inflammation grading and Deugnier score
for iron grading. Proportionate areas of collagen, fat, inflammatory cells and iron de-
posits were measured with computer-assisted digital image analysis. A test-retest
experiment was performed for precision repeatability evaluation.

Results: Digital pathology showed strong correlation with fibrosis {r = 0.79; P < 0.001),
steatosis (r = 0.85; P < 0.001) and iron {r = 0.70; P < 0.001). Performance was lower
when assessing the degree of inflammation {r = 0.35; P < 0.001). NASH cases had
a higher proportion of collagen and fat compared to non-NASH cases (P < 0.005),
whereas inflammation and iren quantification did not show significant differences
between categories. Repeatability evaluation showed that all the coefficients of vari-
ation were <1.1% and all intraclass correlation coefficient values were 20.99, except
those of collagen.

The complete list of authors' affiliation are listed in Appendix 1.

The Handling Editor for this article was Professor Jonathan Rhodes, and it was accepted

for publication after full peer-review.

Aliment. Pharmacol. Ther.. 2020;00:1-12.

wileyonlinelibrary.com/journal/apt © 2020 John Wiley & Sons Ltd
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Magnetic Resonance imaging analysis of liver fibrosis
and inflammation: overwhelming gray zones restrict clinical use

D.Marti-Aguado'2(® . A. Rodriguez-Ortega? - A. Alberich-Bayarri>*® . L. Marti-Bonmati**

Received: 31 May 2020 / Revised: 30 July 2020 / Accepted: 18 August 2020
@ Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2020

Abstract

Magnetic resonance (MR) identification and grading of subjects with liver fibrosis and inflammation represents a clinical
challenge. MR elastography plays a well-defined role in fibrosis estimation, but its use is not widely available in clinical set-
tings. Given that liver MR is becoming the reference standard for fat and iron quantitation, there is a need to clarify whether
there is any role for MR imaging in the concomitant evaluation of fibrosis and inflammation in this setting. This review sum-
marizes the diagnostic estimations of different MR imaging parameters obtained from conventional non-contrast-enhanced
multiple » values diffusion-weighted acquisitions, variable flip angles T1 relaxation maps and STIR images. Although some
derived parameters have shown a significant correlation to histological scores, a small magnitude of effect with wide overlap
across severity grades is the rule. Contrary to fat and iron quantification, the low precision and reproducibility of MR imag-
ing metrics limits its clinical relevance in fibrosis and inflammation assessment. In a sequential clinical approach combining
different methodologies, MR imaging has no applicability for ruling-out and low accuracy for ruling-in advanced fibrosis.
Thereby, MR elastography remains as the only image method with high diagnostic accuracy for the detection of advanced
fibrosis. Until date, inflammation remains in a gray zone where biopsy cannot be replaced, and further investigations are
needed. The present review offers an in-depth discuss of the MR imaging diagnostic performance for the evaluation of liver
fibrosis and inflammation, highlighting the need for scientific improvements.

Keywords Magnetic resonance (MR) - Chronic liver disease (CLD) - Diffusion-weighted imaging - T1 relaxometry
(mapping) - Short-TT inversion recovery STIR sequence - Liver fibrosis - Inflammation

Abbreviations
A Inflammation grade
ADC Apparent diffusion coefficient
Electronic supplementary material The online version of this AUC Area under the curve
article (https://doi.org/10.1007/500261-020-02713-1) contains CLD Chronic liver diseases
supplementary material, which is available to authorized users. D Triie olecilar diffiision coefRicient of watet
5 L Marti-Bonmati D* Pseudo-diffusion coefficient related to the
marti_lui@gva.es incoherent microcirculation
DDC Distributed diffusion coefficient
1 Department of Gastroenterology and Hepatology, Clinic DW Diffusion weighted
University Hospital, INCLIVA Health Research Institute, P £ mi 1 1 f
Valencia, Spain f .ercentag.e of microvascular volume or perfu-
sion fraction

2 Biomedical Imaging Research Group (GIBI230 and PREBI),

and Imaging La Fe Node at Distributed Network F FTbrOSI.S Stag? .
for Biomedical Imaging (ReDIB) Unique Scientific L/F Signal intensity of liver to subcutaneous fat
and Technical Infrastructures (ICTS), La Fe Health Research ratio
Institute, Valencia, Spain IVIM-DW  Intravoxel incoherent motion diffusion-
®  Quantitative Imaging Biomarkers in Medicine, QUIBIM SL, weighted image
Valencia, Spain MR Magnetic resonance
4 Radiology Department, La Fe University and Polytechnic NAFLD Non-alcoholic fatty liver disease
Hospital, Av Fernando Abril Martorell 106, 46026 Valencia, NASH Non-alcoholic steatohepatitis
Spain
Published online: 28 August 2020 1} Springer
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Differences in multi-echo chemical shift encoded | ®
MRI proton density fat fraction estimation based
on multifrequency fat peaks selection in non-
alcoholic fatty liver disease patients

D. Marti-Aguado ™", A. Alberich-Bayarri “Y, J.L. Martin-Rodriguez ¢,
M. Franga', F. Garcfa-Castro, J. Gonzalez-Cantero®,
A. Gonzalez-Cantero”, L. Marti-Bonmati !

4 Gastroenterology and Hepatology Department, Hospital Clinico Universitario, Valencia, Spain
b Rio Hortega, Instituto Salud Carlos I, Madrid, Spain

¢ Biomedical Imaging Research Group (GIBI2*°), La Fe Health Research Institute, Valencia, Spain
4 QUIBIM SL, Quantitative Imaging Biomarkers in Medicine, Valencia, Spain

€ Radiology Department, Hospital Universitario San Cecilio, Granada, Spain

"Imaging Department, Centro Hospitalar do Porto, Porto, Portugal

& Department of Radiology, Gregorio Maranén Hospital, Madrid, Spain

b Department of Dermatology, Complejo Hospitalario de Toledo, Toledo, Spain

i Medical Imaging Department, La Fe Polytechnics and University Hospital, Valencia, Spain

ARTICLE INFORMATION AIM: To compare the performance of multi-echo chemical-shift-encoded (MECSE) magnetic

resonance imaging (MRI) proton density fat fraction (PDFF) estimation, considering three

Article history: different fat frequency peak combinations, for the quantification of steatosis in patients with

Received 18 February 2020 non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).

Accepted 28 July 2020 MATERIALS AND METHODS: The present study was a prospective cross-sectional research of
121 patients with metabolic syndrome and evidence of hepatic steatosis on ultrasound, who
underwent a 3 T MRI examination. All patients were studied with a multifrequency MECSE
sequence. The PDFF was calculated using six peaks (MECSEp123456), three peaks (MECSEas6),
and a single peak (MECSEs) model. The two simpler fat peak models were compared to the six
peaks model, which was considered the reference standard. Linearity was evaluated using
linear regression while agreement was described using Bland—Altman analysis.

RESULTS: The mean age was 47 (+9) years and BMI was 29.9 (+2.9) kg/m?. Steatosis dis-
tribution was 15%/31%/54% (S1/S2/S3, respectively). Compared to MECSEp123456, both models
provided linear PDFF measurements (Ry= 0.99 and 0.97, MECSEj456 and MECSEys respectively).
Regression slope (0.92; p<0.001) and mean Bland—Altman bias (—1.5%; 95% limits of agree-
ment: —3.19%, 0.22%) indicated minimal underestimation by using PDFF-MECSEs6. None-
theless, mean differences in PDFF estimations varied from —1.5% (MECSE;456 p=0.006) to
—2.2% (MECSE,5, p<0.001) when compared to full six fat frequencies model.

* Guarantor and correspondent: D. Marti-Aguado, Gastroenterology and Hepatology Department, Hospital Clinico Universitario de Valencia, Avda, Blasco
Ibanez 17, 46010, Valencia, Spain.
E-mail address: davidmmaa@gmail.com (D. Marti-Aguado).

https://doi.org/10.1016/j.crad.2020.07.031
0009-9260/@ 2020 The Royal College of Radiologists. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

249



Anexos

+Model
RX 1003 1-11
1 Radiologia. 2017 ;XXX (XX):XXX=XXX
=l
RADIOLOGIA
Socicdud Espanols de Radinlogia Mética

www.elsevier.es/rx

SERIE: CIRRORIS HEPATICA Y SUS COMPLICACIONES

. Cuantificacion de la fibrosis hepatica mediante
. biomarcadores de imagen

2

A. Berzigotti®*, M. Franca?, P. Marti-Aguadof y L. Marti-BonmatiZ

6 a Swiss Liver Center, Hepatology, University Clinic for Visceral Surgery and Medicine, University of Bern, Bern, Switzerland
7 b Imaging Department, Centro Hospitalar do Porto; I3S, Instituto de Investigacdo e Inovacdo em Satide; IBMC, Institute for
8 Molecular and Cell Biology, Porto, Portugal

9 ¢ Servicio de Digestivo, Hospital Clinico Universitario de Valencia, Universidad de Valencia, Valencia, Espafia

o 9 Servicio de Radiologia, Area Clinica de Imagen Médica, Hospital Universitario y Politécnico La Fe; Grupo de Investigacién
1 Biomédica GIBI230, Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe, Valencia, Espafia

12 Recibido el 16 de febrero de 2017; aceptado el 3 de septiembre de 2017

e PALABRAS CLAVE

1 Fibrosis hepatica;

15 Elastografia por

16 ecografia;

iy Elastografia por

18 resonancia

19 magnética;

b Biomarcadores de

2 imagen;

2 Resonancia

B magnética

u cuantitativa

25

. KEYWORDS
Liver fibrosis;

7 Ultrasound

2% elastography;

2 Magnetic resonance

£l elastography

Resumen La creciente prevalencia y la morbimortalidad de las enfermedades crénicas del
higado justifican la necesidad de identificar precozmente la fibrosis. EL grado de fibrosis hepa-
tica determina el prondstico y sus opciones terapéuticas. Actualmente, la biopsia hepética
representa el patrén de referencia para la estadificacion de la fibrosis. Sin embargo, sus limi-
taciones y complicaciones han forzado el desarrollo de distintos métodos incruentos para la
cuantificacién de la fibrosis in vivo. Por su precision y fiabilidad, destacan las mediciones de
biomarcadores derivados de la ecografia y la resonancia magnética. Este articulo realiza una
revision de las distintas técnicas actualmente empleadas en la evaluacién de la fibrosis hepatica,
su rendimiento diagnéstico, su aplicabilidad y su uso clinico. Para interpretar correctamente sus
resultados en el contexto clinico apropiado, es necesario comprender estas técnicas de imagen
y sus parametros de calidad, la estandarizacién y la validacion de sus unidades, y las medidas
de control de los problemas metodolégicos.

© 2017 SERAM. Publicado por Elsevier Espafia, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Imaging biomarkers in liver fibrosis

Abstract There is a need for early identification of patients with chronic liver diseases due to
their increasing prevalence and morbidity-mortality. The degree of liver fibrosis determines the
prognosis and therapeutic options in this population. Liver biopsy actually represents the refe-
rence standard for fibrosis staging. However, given its limitations and complications, different
non-invasive methods have been developed recently for the in vivo quantification of fibrosis.

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: annalisa.berzigotti@insel.ch (A. Berzigotti).

http://dx.doi.org/10.1016/5.rx.2017.09.003
0033-8338/© 2017 SERAM. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

Como citar este articulo: Berzigotti A, et al. Cuantificacion de la fibrosis hepatica mediante biomarcadores de imagen.
Radiologia. 2017. http://dx.doi.org/10.1016/j.rx.2017.09.003
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MINISTERIO

DE CIENCIA,INNOVACION

Y UNIVERSIDADES Instituto
de Salud
Carlos|ll

Madrid, 14 de octubre de 2019

Estimado/a Dr. /Dra. Marti Bonmati, Luis,

Las propuestas recibidas en esta 72 Convocatoria de proyectos de investigacion en VIH,
enfermedades hepaticas y hemato-oncologia de GILEAD Sciences, han sido sometidas a un
proceso de evaluacién en dos etapas.

La primera de ellas ha consistido en una evaluacién cientifico-técnica de cada proyecto llevada
a cabo de forma individual por expertos internacionales.

Estos expertos han sido seleccionados por el ISCIll, y de modo confidencial e independiente,
han emitido dos informes de evaluacién sobre cada propuesta.

Tras el examen de los informes individuales, se ha elaborado un informe de sintesis cientifico-
técnico por expertos nacionales independientes.

En la segunda fase, la Comisién Técnica de Evaluacién, se reunié en un panel con expertos de
VIH, Enfermedades Hepaticas y Hemato-Oncologia, en la que se trataron todas las propuestas.
En esta sesion de panel se confecciond la lista de prelacion de los proyectos propuestos para la
financiacién.

El proyecto titulado “Multicenter Study of diagnostic accuracy for quantification by Magnetic
Resonance Imaging of liver steatosis, inflammation, fibrosis, iron and vascular resistance in
non-alcoholic fatty liver disease”, con nimero de expediente GLD19/00050, ha obtenido la
siguiente financiacién:

BIENES Y TOTAL + GASTOS
PERSONAL SERVICIOS VIAJES TOTAL INDIRECTOS
0,00 41.160,00 3.900,00 45.060,00 49.566,00

Como establecen las bases de la 72 Convocatoria de proyectos de investigacién en VIH,
enfermedades hepéticas y hemato-oncologia de GILEAD Sciences, en los préximos dias GILEAD
se pondra en contacto con ustedes para proceder a la tramitacién de la firma del convenio de
colaboracion entre GILEAD vy la entidad solicitante beneficiaria.

Reciba un cordial saludo,

Subdireccién General de Evaluacién y Fomento de la Investigacidn
Instituto de Salud Carlos lI

T INNOY,
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& CINERALITAT
\\\ VALENGANA FL:J)::!': 205: rE?J?oiio EEWE DF SALUT DE VALENC

“El FSE invierte en tu futuro” (uNl(-l_A MALVA-ROSA

DILIGENCIA:

Para hacer constar a los efectos de adjuntar la presente al Nombramiento de
Personal Estatutario Temporal Eventual para Servicios Temporales/Extraordinarios suscrito
el 1 de enero de 2021 entre D. Jose Alvaro Bonet Pla, como empleador, Gerente del
Departamento Clinico — Malvarrosa y de otra parte, y en concepto de Trabajador, D. DAVID
MARTiI AGUADO como Facultativo Especialista Medicina Digestiva.

Nombramiento realizado al amparo de la Subseccion 3 “Contratos Rio
Hortega“ de la Resolucion de 28 de diciembre de 2018 de la Directora del Instituto de Salud
Carlos Il O.A., M.P., por la que se aprueba la convocatoria correspondiente al afio 2019
mediante tramitacién anticipada de concesion de subvenciones de la Accion Estratégica en
Salud 2017-2020, del Programa Estatal de Investigacion Orientada a los Retos de la
Sociedad, en el marco del Plan Estatal de Investigacién Cientifica y Técnica y de Innovacion
2017-2020, referencia;: CM19/00212, y cofinanciado por el instituto de Salud Carlos Il y el
Fondo Social Europeo.

Este nombramiento se hace segun lo dispuesfo en los articulos 9 y 33 de la
Ley 55/2003, de 16 de diciembre (BOE 17.12.2003), del Estatuto Marco de personal
estatutario de los servicios de salud. ;

Su duracion sera de 6 meses renovables hasta los dos afios que establece el
articulo 38 de la Resolucion de 28 de diciembre de 2018.

Su jornada sera de 1589 horas anuales efectivas.
Su retribucion sera de 26.866 euros anuales, abonado en 14 pagas.

En Valencia 1 de enero de 2021.

EL GERENTE DEL DEPARTAMENTO
SALUD CLINICO — MALVARROSA

José Alvaro Bonet Pla

%{/

EL TRABAJADOR
DAVID MARTI AGUADO
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