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DESCRIPCION

Diagnéstico de fibrosis hepética con algoritmos de marcadores séricos.

Las enfermedades fibréticas progresivas del higado son una causa principal de morbimortalidad en todo el mundo.
Recientes avances cientificos demuestran que el proceso patogénico de fibrosis en el higado depende fundamental-
mente de la proliferacion y activacién de células estrelladas hepdticas (también denominadas lipocitos, células de Ito
o de almacenamiento de grasa) que sintetizan y secretan proteinas de matriz extracelular en exceso (1). Ademads es
evidente que este proceso es comun a la enfermedad hepatica de todas las etiologias. De particular importancia son la
hepatitis virica crénica B y C y la enfermedad hepatica alcohélica asi como enfermedades hepaticas genéticas y auto-
inmunitarias, que conducen todas a problemas clinicos mediante la ruta final comun de fibrosis hepatica progresiva,
con el eventual desarrollo de cirrosis.

Un concepto importante es la distincién entre fibrosis hepatica y cirrosis. La fibrosis hepética es una acumulacién
reversible de matriz extracelular en respuesta a una lesion crénica en la que todavia no se han desarrollado nédulos,
mientras que la cirrosis implica un proceso irreversible, en el que bandas gruesas de matriz rodean completamen-
te el parénquima, formando nédulos. En consecuencia, cualquier tratamiento debe dirigirse hacia los pacientes con
enfermedad reversible (fibrosis), lo que requerira la identificacidn y seguimiento tempranos de aquellos en riesgo (2).

La gravedad y la progresion de la fibrosis hepatica son dificiles de evaluar, siendo atin actualmente la biopsia de
higado el método clinico més fiable. La evaluacion cualitativa de la fibrosis hepdtica mediante biopsias estd limitada
por la variabilidad interobservador. Las biopsias son claramente inadecuadas para la fase clinica temprana del desarro-
llo de farmacos, en la que es imprescindible emplear métodos menos invasivos que identifiquen compuestos eficaces
en un plazo de tiempo comercialmente aceptable, medido normalmente en semanas hasta un maximo de tres meses
de exposicién terapéutica experimental. Otras desventajas son la baja especificidad de diagndstico y el riesgo de he-
morragia. Por tanto, existe una necesidad de marcadores sustitutos de fibrosis hepdtica. Las pruebas séricas permiten
una evaluacién no invasiva de la fibrogénesis y fibrolisis en el higado y pueden realizarse repetidamente y a intervalos
cortos de tiempo (3). Las pruebas séricas que miden los procesos dindmicos de la sintesis de la matriz extracelular
(fibrogénesis) y degradacion de la matriz extracelular (fibrolisis) reflejan la cantidad de matriz extracelular presente,
el grado de fibrosis o el proceso en curso de cambio arquitecténico del higado (4).

El estado actual de la técnica para medir marcadores sustitutos de fibrosis hepética estd poco desarrollado. Estudios
previos han sugerido que puede usarse la concentracidn sérica de proteinas de matriz extracelular (o sus fragmentos
de excisicidn) para evaluar la gravedad y progresion de la fibrosis hepética (4.5, documentos US 5 316 914, EP 0 283
779). Se han investigado diferentes marcadores séricos y se han encontrado correlaciones con biopsias de higado y la
gravedad de las enfermedades hepaticas (6).

La publicacién J. P. TEARE AL. se refiere a “Comparison of serum procollagen III peptide concentrations and
PGA index for assessment of hepatic fibrosis” (LANCET THE., vol. 342, n° 8876, 9 de octubre de 1993 (1 993-1 0-
09), paginas 895-898),

la publicacién X. JT ET AL. se refiere a “Clinical significance of serum 7s collagen and type VI collagen levels for
the diagnosis of hepatic fibrosis.” (CHINESE MEDICAL JOURNAL 1 ZHONGHUA Y1XUE ZAZHI YINGWEN
BAN., vol. 1 10, n°® 3,1997, paginas 198- 201),

la publicacién D. SCHUPPAN ET AL. se refiere a “Serummarker der Leberfibrose.” (DEUTSCHE MEDIZINIS-
CHE WOCHENSCHRIFT, vol. 124, n® 41, 15 de octubre de 1999 (1999- 10-1 5), paginas 1213-1218),

G Castaldo, et. al. describe el diagnéstico diferencial entre carcinoma hepatocelular y cirrosis mediante una funcién
discriminante basada en resultados para analitos en suero (Clin. Chem., agosto de 1996; 42: 1263 - 1269)

Una publicacion en DIGESTIVE DISEASES AND SCIENCES, vol. 39, n° 11, 1994, paginas 2426-2432 tiene el
titulo Alpha-2-macroglobulin and hepatic fibrosis.

Los marcadores usados para la evaluacién de la fibrosis hepatica son PIIINP, laminina, hialuronano, colageno IV,
TIMP-1, tenascina, MMP-2 y fibronectina. Se miden los marcadores y se ha demostrado su capacidad para evaluar la
fibrosis hepdtica. No obstante, los valores de diagnéstico de cada marcador individual no son precisos y especificos
para evaluar puntuaciones de fibrosis.

Por tanto se tratan combinaciones de marcadores para aumentar el valor de diagndstico. Se han descrito el indice
biolégico simple PGA que combina el tiempo de protrombina (TP), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) sérica
y apolipoproteina Al (Apo Al) y el indice PGAA que incluye alfa-2-macroglobulina (A,M) al indice PGA para el
diagnéstico de enfermedad hepética alcohdlica en alcohélicos (7,8). Aunque se han combinado los indices PGA y
PGAA con marcadores séricos individuales (9, 10), no se han usado marcadores séricos para establecer algoritmos
para la evaluacién de enfermedades hepaticas.

En esta invencidn, se unen marcadores séricos de la matriz extracelular en un panel que conduce a un conjunto de
marcadores cuya medicién permitird el cdlculo de un algoritmo y el uso de un algoritmo derivado de este tipo para
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la prediccion de la puntuacién histolégica de fibrosis hepatica. Para este fin se usa andlisis de funcién discriminante
para determinar qué variables discriminan entre las puntuaciones de fibrosis diferentes. Los algoritmos se derivan del
conjunto de marcadores propéptido N-terminal del procoldgeno III (PIIINP), coldgeno IV, coldgeno VI, tenascina,
laminina, hialuronano, MMP-2, TIMP- 1 y complejo MMP-9/TIMP-1.

Por tanto, la invencién se refiere a un método in vitro para diagnosticar fibrosis hepatica en el que se miden
dos 0 mds marcadores de diagndstico en sangre, suero o plasma y se combinan las mediciones mediante andlisis de
funcién discriminante caracterizado porque los marcadores de diagndstico se seleccionan del grupo de propéptido N-
terminal del procoldgeno III (PIIINP), coldgeno IV, coldgeno VI, tenascina, laminina, hialuronano, MMP-2, TIMP-
1 y complejo MMP-9/TIMP-1 en el que los algoritmos van a usarse para apoyar, predecir o sustituir o aumentar la
puntuacion histoldgica de una biopsia de higado.

En general, todas las técnicas nuevas han de validarse frente a técnicas convencionales actuales, si existe alguna.
El “patrén de oro” para evaluar la fibrosis en el higado es la biopsia de higado. Con la biopsia, se corta en rodajas algo
de tejido extraido aleatoriamente, que se examina por un experto usando un microscopio. Existen muchos problemas
asociados con las biopsias de higado que inducen cierta incertidumbre: distribucién de la fibrosis en el higado (por
ejemplo, fibrosis agrupada y la aguja puede haber alcanzado zonas del higado no afectadas por fibrosis), preparacién
de muestra fallida (por ejemplo, material tisular insuficiente), y preferencias e individualidad del anatomopat6logo
(evaluaciones individuales). Ademds, normalmente se describe el estado fibrético del higado usando puntuaciones
y hay muchos sistemas de puntuacién diferentes, posiblemente incompatibles (por ejemplo puntuaciéon de Scheuer,
puntuaciones de Ishak, etc.).

Por ejemplo, en un estudio con 24 pacientes, dos anatomopat6logos independientes tuvieron que puntuar las mis-
mas muestras de biopsias para cada paciente en dos momentos diferentes usando dos sistemas de puntuacion diferen-
tes. El niimero de evaluaciones en las que los anatomopatélogos obtuvieron resultados idénticos oscilaron solamente
desde el 36% hasta el 46%.

La nueva técnica se basa en medir pardmetros séricos, que se asocian directamente con el proceso fibrético, y
combinarlos a un nivel matematico dando un procedimiento de evaluacion fijo.

Con el fin de validar la nueva técnica, el “patrén de oro” no es el mejor, sino el inico medio, debido a que, a priori,
ambos métodos no investigan criterios de valoracidon comparables: mientras que los pardmetros séricos caracterizan
procesos dindmicos, la biopsia caracteriza la manifestacién fibrética en un momento fijo. Puede haber un proceso
fibrético sumamente activo en el higado aunque el tejido fibrético no se haya desarrollado atin. Por el contrario, puede
haber numerosos grupos de tejido fibrético en el higado pero la actividad fibrética puede haberse parado o interrumpido
temporalmente.

En cambio, algunas funciones matemdticas de parametros séricos dieron valores medios diferentes estadistica-
mente significativos en fases de puntuacién de biopsia diferentes. Se seleccionaron andlisis discriminantes usan-
do el “patrén de oro” con el fin de investigar el poder diagnéstico de las funciones matematicas de pardmetros
séricos.

La determinacién de concentraciones de marcadores séricos y cdlculo posterior de un algoritmo puede usarse
también para tomar decisiones sobre si debe tomarse o no una biopsia y sobre si debe comenzarse o continuarse o
pararse un tratamiento. Por tanto, es ventajoso asignar pacientes a un grupo de puntuaciones de biopsia sin tomar una
biopsia. La clasificacién de los pacientes en grupos, por ejemplo fibrosis leve frente a grave, usando algoritmos, es un
beneficio de la invencién descrita.

Descripcion de los inmunoensayos

Los marcadores propéptido N-terminal del procoldgeno III (PIIINP), colageno IV, coldgeno VI, tenascina, lamini-
na, hialuronano, MMP-2, TIMP-1 y complejo MMP-9/TIMP-1 se usan para algoritmos.

Se miden los marcadores utilizando inmunoensayos intercalados (de tipo “sdndwich”). Los inmunoensayos de
la invencién comprenden la reaccién de dos anticuerpos con muestras de fluido humano, en la que el anticuerpo de
captura se une de manera especifica a un epitopo del marcador. El segundo anticuerpo, de diferente especificidad para
el epitopo, se usa para detectar este complejo. Preferiblemente los anticuerpos son anticuerpos monoclonales y ambos
anticuerpos de dichos dos anticuerpos del ensayo se unen de manera especifica a la proteina.

Anticuerpo u otro término similar usado en el presente documento incluye una inmunoglobulina completa o bien
monoclonal o bien policlonal, asi como fragmentos antigénicos o fragmentos inmunorreactivos que se unen de ma-
nera especifica al marcador, incluyendo Fab, Fab’, F(ab’), y F(v). El anticuerpo incluye también proteinas de union,
especialmente la proteina de unién de dcido hialurénico (HABP).

Las muestras de fluido humano usadas en los ensayos de la invencién pueden ser cualquier muestra que contenga
los marcadores, por ejemplo, sangre, suero, plasma, orina, esputo o lavado broncoalveolar (LBA). Normalmente se
emplea una muestra de suero o plasma.
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Los anticuerpos de la invencién pueden prepararse mediante técnicas conocidas generalmente en la técnica, y se
generan normalmente frente a una muestra de los marcadores.

El segundo anticuerpo se conjuga a un grupo detector, por ejemplo fosfatasa alcalina, peroxidasa del rdbano o un
tinte de fluorescencia. Los conjugados se preparan mediante técnicas generalmente conocidas en la técnica.

Se mide la concentracion de los marcadores en fluidos humanos y se calculan algoritmos para evaluar el grado de
fibrosis.

Antecedentes estadisticos

Se usa andlisis de funcién discriminante para determinar qué variables discriminan entre dos o mds grupos que
se producen de forma natural. De manera computacional, es muy similar al andlisis de varianza. La idea bésica sub-
yacente al andlisis de funcién discriminante es determinar si los grupos se diferencian con respecto a la media de
una variable, y entonces usar esa variable para predecir la pertenencia a los grupos (por ejemplo, de nuevos casos).
Planteado de esta manera, el problema de funcién discriminante puede volver a formularse como un problema anélisis
de varianza (ANOVA) de una via. De manera especifica, puede preguntarse si dos o mas grupos son o no significa-
tivamente diferentes entre si con respecto a la media de una variable en particular. Si las medias para una variable
son significativamente diferentes en grupos diferentes, entonces puede decirse que esta variable discrimina entre los
grupos. En el caso de una tnica variable, la prueba de significacion final de si una variable discrimina o no entre grupos
es la prueba F. F se calcula esencialmente como la razén de la varianza entre grupos en los datos con respecto a la
varianza dentro de un grupo combinada (promedio). Si la varianza entre grupos es significativamente mayor, entonces
debe haber diferencias significativas entre las medias.

Normalmente se incluyen varias variables en un estudio con el fin de ver cudl(es) contribuye(n) a la discriminacién
entre grupos. En ese caso, se tiene la matriz de las covarianzas y varianzas totales; asimismo, se tiene la matriz de las
covarianzas y varianzas dentro de un grupo combinadas. Pueden compararse esas dos matrices mediante pruebas F
multivariantes con el fin de determinar si hay o no alguna diferencia significativa (con respecto a todas las variables)
entre grupos. Este procedimiento es idéntico al andlisis de varianza multivariante o MANOVA. Tal como en MANOVA,
puede realizarse en primer lugar la prueba multivariante, y, si es estadisticamente significativa, proceder a ver qué
variables tienen medias significativamente diferentes a lo largo de los grupos. Por tanto, incluso si los cdlculos con
variables miltiples son mds complejos, el razonamiento principal todavia se aplica, en concreto, que se estdn buscando
variables que discriminan entre grupos, como es evidente en las diferencias de las medias observadas.

Para un conjunto de observaciones que contienen una o mas variables cuantitativas y una variable de clasificacion
que define grupos de observaciones, el procedimiento de discriminacién desarrolla un criterio discriminante para cla-
sificar cada observacién en uno de los grupos. La prediccién post hoc de qué ha sucedido en el pasado no es tan dificil.
No es poco comtin obtener una clasificacién muy buena si se utilizan los mismos casos a partir de los que se calculd
el criterio discriminante. Con el fin de hacerse una idea de cémo de bien “funciona” el criterio discriminante actual,
deben clasificarse (a priori) diferentes casos, es decir, casos que no se utilizaron para estimar el criterio discriminante.
Solamente la clasificacion de nuevos casos permite evaluar la validez predictiva del criterio discriminante. Con el fin
de validar el criterio derivado, puede aplicarse la clasificacién a otros conjuntos de datos. El conjunto de datos utilizado
para obtener el criterio discriminante se denomina el conjunto de datos de calibracion o aprendizaje.

El criterio discriminante (funcién/funciones o algoritmo) se determina mediante una medicidn de la distancia
cuadrada generalizada. Puede basarse en la matriz de la covarianza combinada dando una funcién lineal. Puede usarse
o bien la distancia de Mahalanobis o bien la distancia euclidea para determinar la proximidad.

Para el desarrollo de un algoritmo discriminante, se analizaron datos de un grupo de sujetos de un estudio de
fibrosis hepatica de observacién. Los sistemas de puntuacion de fibrosis hepatica bajo observacion fueron

- la puntuacién de Scheuer (0-4),

- la puntuacidén de Ishak modificada (HAI) A - Hepatitis de interfase (0-4),
- la puntuacién de Ishak modificada (HAI) B - Necrosis confluente (0-6),

- la puntuacién de Ishak modificada (HAI) C - Necrosis irregular (0-4),

- la puntuacién de Ishak modificada (HAI) D - Inflamacién portal (0-4),

- la puntuacién HAI modificada (puntuacién de Ishak) (0-6).

Aplicando un andlisis discriminante por etapas, por ejemplo las siguientes funciones de pardmetros séricos demos-
traron tener un impacto importante sobre el tipo de puntuacion correspondiente.
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Tipo de puntuacion Parametros
sustitutos
Puntuacién de Scheuer: In (TIMP-1) In (colageno VI/ In (hialuronano /
hialuronano) laminina)
Puntuacién de Ishak modificada In (TIMP-1) In (coldgeno VI/ In (coldgeno VI/
A - hepatitis de intefase: hialuronano) tenascina)

Puntuacion de Ishak modificada
B — necrosis confluente:
Puntuaci6n de Ishak modificada
C - necrosis irregular:

Puntuacién de Ishak modificada
D - inflamacién portal
Puntuacion de Ishak modificada
— fase:

In (hialuronano)

In (hialuronano)

In (laminina)

In (TIMP-1)

In (colageno VI/
MMP-2)

In (complejo
MMP-9/TIMP-1
/ tenascina)

In (coldgeno VI/
TIMP-1)

In (colageno VI /
hialuronano)

In (hialuronano /

laminina)

Un andlisis discriminante correspondiente dio las funciones discriminantes lineales que pueden utilizarse para el
célculo y la prediccién de la puntuacion de la biopsia. Pueden aplicarse los algoritmos a cada sistema de puntua-
cién conocido (por ejemplo puntuacion de Scheuer, puntuacion de Ishak, puntuacién Metavir, puntuacién de Ludwig,
puntuacién de HAI).

Pueden usarse algoritmos para predecir la puntuacién de la biopsia de un paciente (por ejemplo, puntuacién 0, 1,
2, 3, ...) o para predecir un grupo de puntuaciones (categoria) al que pertenece un paciente (por ejemplo, fibrosis leve;
puntuacién de 0 a 1).

Las funciones discriminantes utilizadas incluyen combinaciones de marcadores de la lista de propéptido N-ter-
minal del procoldgeno III (PIIINP), coldgeno IV, coldgeno VI, tenascina, laminina, hialuronano, MMP-2, TRAP-1 y
complejo MMP-9/TIMP-1 y también factores entre -1000 y +1000.

Diferentes puntuaciones necesitan un algoritmo diferente de la lista de marcadores y factores.

Ejemplos
Ejemplo 1
Algoritmos para la puntuacion de Scheuer

Se calcularon los siguientes algoritmos 1, 2 y 3 correlacionando biopsias evaluadas mediante el sistema de puntua-
cién de Scheuer y concentraciones de marcador sérico de un grupo de pacientes con enfermedades hepdticas:

Algoritmo 1:

[0) : -108.861+0.283*LOG(COL_VVHYAL)-1.050*LOG(HYAL/LAM)+35.372¢LOG(TIMP1)
m -114.23140.195*LOG({COL_VVHYAL)-0.654*LOG(HYAL/LAM)+36.158* LOG(TIMP1)
@2 -120.649-0.998¢LOG(COL_VIHYAL)-2. 102*LOG(HYAL/LAM)+36.925*LOG(TIMP1)
(3) -123.672-1.281*LOG(COL_VIHYAL)-1.344*LOG(HYAL/LAM)+37.163* LOG(TIMP1)
(4] : -133.207-2.186*LOG(COL_VIHYAL)-1.602*LOG(HY AL/LAM)+38.188*LOG(TIMP1)
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Algoritmo 2:
{0} -75.18797+23.04542*LOC(TIMP1)-0.583641*LOG(COL_VUHYAL)-0.140956"LOG(HY AL/LAM)
m -76.1526+23.15895*LOG{TTMP1)-0.963402*°LOG(COL_VIHY AL)-0.009472*LOG(HYAL/LAM)
23 ~78.62662+23.32161*LOG(TIMP1)-1.227332*LOG(COL_VUHBYAL)-0.067969*LOG(HY AL/LAM)
31 -83.09285+23.64493*LOG(TIMP1)-2.181493*LOG(COL_VUHYAL)-0.30024 1 *LOG(HYAL/LAM)
(4] -93.89732+24.86246°LOG(TIMP1)-2.841299*LOG(COL_VI/HYAL)-0.136885*LOG(HYAL/LAM)
Algoritmo 3:
(] -95.39661+17.66025*"LOG(HY AL)-0.820836*LOG(COL,_{V)+0.245778*LOG(COL_VI/PIIINF)-
17.79663*LOG(COL,_VVTIMP1)-14.96754*LOGHYAL/MMP2)-0.279356 *LOG(LAM/MMPST)
) -95.84457+17.62365° LOGHY AL)-0.667854*LOG(COL_IV)+0.155707*LOG(COL._VI/PLIINP)-
M 18.0407*LOG(COL_VVTIMP1)-14.42688*LOG(HY AL/MMP2)-0.554323*LOG(LAM/MMP9T)
9 ~99.13575+17.76656*LOGIHYAL)-0.978731*LOG(COL._[V)-0.12995°LOG(COL_VI/PIIINP)-
S 18.69948*LOG(COL_VITIMP1)-14.49353*LOG(ITY AL/MMP2)-0.64 7247* LOG(LAMMMPIT)
& -104.4554418.38886*LOG(HYAL)-0.202832*LOG(COL_IV)-0.157058*LOG(COL_VV/PININP)-
18.70409*LOG(COL._VITIMP1)-14.49716*LOG(HYAL/MMP2)-0.340197*LOG(LAM/MMP9T)
() -119.8887+20.14719°*LOGHYAL)*0.959792*LOG(COL._IV)-0.80876*LOG(COL_VI/PIINF)-

18.69873*LOG(COL_VVTIMP1)-15.57103*LOG(HYAL/MMP2)-0.229757* LOGLAM/MMPIT)

Se utilizaron los algoritmos para predecir las puntuaciones de la biopsia de un grupo separado de pacientes. Se
compararon las puntuaciones calculadas con puntuaciones determinadas por un tnico anatomopat6logo (caso B), con
una puntuacién de consenso de 3 anatomopat6logos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los anatomopatdlo-
gos (caso A). También se han calculado los valores kappa, valores predictivos negativos (VPN) para la puntuacién 0-
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1, valores predictivos positivos (VPP) para la puntuacion 2-4, sensibilidades y especificidades.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Algoritmos para la puntuacion de Ishak

Se calcularon los siguientes algoritmos 1, 2 y 3 correlacionando biopsias mediante el sistema de puntuacién de

Ishak y concentraciones de marcador sérico de un grupo de pacientes con enfermedades hepdticas:

Algoritmo 1:

{0} -107.752-0.347°LOG(COL_VIHYAL)-1.493*LOGHY AL/LAM)+34.879*LOG(TIMP1)
{9 -112.550-0.301 *LOG{COL_VI/HYAL)-1.086*LOG(HYAL/LAM)+35.617°*°LOG(TIMP1)
2] -114.626-0.760"LOG(COL_VIHYAL)1270*LOG(HY AL/LAM)+35.819°*LOG(TIMP1)
{33 -121.339-2.065*LOG(COL._VI/HYALY2.910°LOG(HY AL/LAM)+36.593*LOG{TIMP1)
4] -119.289-1.009*LOG(COL_VUHYAL)-1.271 *LOGHYAL/LAM)+36.449°LOG(TTMP1)
5] -125.551-2.966*LOG{COL_VVKYAL}-2.536*LOG(HYAL/LAM)+36.797*LOG(TIMP1)
{6} -133.055-3.256*LOG(COL_VVHYAL)2.329*LOG{HY AL/LAMH-37.695*LOG(TIMP1)
Algoritmo 2:
[0 : -75.94035+23.20826°*LOG(TIMP1)-0.911827*LOG(COL_VVHYAL)-0.295297*LOG(HYAL/LAM
(1} : -76.0885+23.14058*LOG(TIMP])-1.221511°*LOG(COL_VVHYAL)-0.155608*LOG(HYAL/LAM
f2) : -B0.17664+23.6506°LOG(TIMP1)-1.41651*LOG(COL_VIHYAL)-0210415*LOG(HYAL/LAM)
B] : -79.12945+23.42277*LOG(TIMP1)-1.582733*LOG(COL_YI/HYAL)-0.175959*LOG(HYAL/LAM
(4] : -83.24617+23.7777°LOG(TIMP1)-2.174834°LOG(COL_VI/HYAL)-0311583*LOGHYAL/LAM
[5] : -89.60186+242615*LOG(TIMP1)-3.237993*LOG(COL_VUHYAL)-0.914309*LOG(HYAL/LAM
(6] : -95.5774+25.11333*LOG(TIMP1)-3.293235*LOG(COL_VI/HYAL}-0.347014*LOG(HYAL/LAM

Algoritmo 3:

-100.6452+17.18813*LOG(HY ALY+15.20461 *LOG(COL_IV/HYALYH0.515498*LOG(COL_VVPIINP)

0

10 +3.309452LOG(LAM)-15.47806"LOG(COL_IV/MMP2)-17.50773*LOG(COL_VV/TIMP1)

0 -98.87052+17.18161 *LOG(HY ALY 14.7876*LOG(COL_IV/HY ALY+0.530071*LOG(COL_VU/PITINP)
+3.067209*LOG(LAM)-14.74001 LOG(COL_IV/MMP2)-17.62455*LOG(COL_VVTIMP1)

- -104.8869+17. 7RS4 3 *LOG(HYAL)*15.25M4°LOG(COL_IV/HYAL)+0.352181°LOG(COL_VVPIIINF)
+3.175207LOGLAM)15.56044*LOG(COL._IV/MMFP2)-17.97986* LOG(COL_VITIMP1)

o) -102.3131+17.32281 *LOG(HY AL+ 14.69307*LOG(COL_IV/HYAL)HD.1 76955*LOG{COL_VI/PIINF)
+2822227°LOG(LAM)-15.15272*LOG(COL_IV/MMF2)-18.37351*LOG(COL_VV/TIMP1)

- -109.2574+18.44309 *LOG(HYALY+15.53464 *LOG(COL_IV/HYAL)-0.15234*LOG(COL_VUPITINP)
+2957847°LOG(LAM)-15.02773* LOG(COL_IV/MMP2)-18.59138*LOG(COL_VI'TIMP1)

) ~116.8556+19.00778 *LOG(HYALY+15.47539°LOG(COL_[V/HYAL)+0.436656°LOG(COL_VI/FIIINP)
+3.995456"LOG(LAM)-15.54302°LOG(COL_IVAMMP2)-18.530)3°LOG(COL_VITIMPY)

" -17.2084+21.66093"LOG(HYAL)+ 1 7. 77795 *LOG(COL_IV/HYAL)-0.63 19025LOG(COL_VUPIINP)

+3.589129*LOG(LAM)-16. 1393*LOG(COL_IV/MMF2)-18.40445°*L.OG(COL,_VI/TIMP})

Se usaron los algoritmos para predecir puntuaciones de las biopsias de un grupo separado de pacientes. Se compa-
raron las puntuaciones calculadas con las puntuaciones determinadas por un tinico anatomopatélogo (caso B), con una
puntuacién de consenso de 3 anatomopatélogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los anatomopatdlogos
(caso A). También se han calculado los valores kappa, valores predictivos negativos (VPN) para la puntuacién 0-2,
valores predictivos positivos (VPP) para la puntuacién 3-6, sensibilidades y especificidades.
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Ejemplo 3
Curvas caracteristicas operativas del receptor (COR) para la puntuacion de Scheuer

Agrupar a los pacientes en categorias sin fibrosis/con fibrosis leve (puntuacién 0-1) y fibrosis moderada/grave
(puntuacion 2-4) para la puntuacién de Scheuer y calcular algoritmos para el resultado dicotémico dio los siguientes

resultados:

Algoritmo 4:

LOGIT =
7.11957755-0.67952658 LOG(TIMP1)+1.01832374*LOG(COL_VI/HY AL)+).09461778°LOGHY AL/LAM)

Algoritmo 5:

LOGIT =

8.6905419-0.76944684*LOG(HYAL)-0.47836706*LOG(COL_IV)+0.43870798*LOG(COL_VI/PIIINP)
+0.74453459°LOG(COL_VUTIMP1)+0.05605262*LOG(HY AL/ MMP2)-0.01871531 *LOG(LAM/MMPST)

Se utilizaron los algoritmos para calcular las curvas caracteristicas operativas del receptor para las categorias sin
fibrosis/con fibrosis leve (puntuacién 0-1) y fibrosis moderada/grave (puntuacién 2-4) para la puntuacién de Scheuer.
Se compararon las puntuaciones calculadas con las puntuaciones determinadas por un dUnico anatomopatélogo (ca-
so B), con una puntuacién de consenso de 3 anatomopatélogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los
anatomopatdlogos (caso A). Se han calculado los valores del 4rea bajo la curva (ABC).

Algoritmo 4 Algoritmo 5
C A B C A B
ABC 0,759 0,899 0,759 0,746 0871 0,756
N 295 295 569 291 291 562

Ejemplo 4
Curvas caracteristicas operativas del receptor (COR) para la puntuacion de Ishak

Agrupar a los pacientes en categorias sin fibrosis/fibrosis leve (puntuacion 0-2) y fibrosis moderada/grave (puntua-
cion 3-6) para la puntuacién de Ishak y calcular algoritmos para el resultado dicotémico dio los siguientes resultados:

Algoritmo 4:

LOGIT =
722920269-0.68033581 *LOG(TIMP1)+1.04300795*LOG(COL_VVHYAL)+0.08433109*LOGHYAL/LAM)

Algoritmo 5:

LOGIT =
8.9232133]-1.28340678*LOG(HYAL)-0.54350583*LOG(COL_IV/HYAL)+
0.47836792*LOG(COL_VIPHINP)+0.02076678*LOG(LAM)+0.07719237*LOG(COL_TV/MMP2)

0.76194671*LOG(COL_VV/TIMP1)

Se usaron los algoritmos para calcular las curvas caracteristicas operativas del receptor para las categoria sin fibro-
sis/fibrosis leve (puntuacién 0-2) y fibrosis moderada/grave (puntuacién 3-6) para la puntuacion de Ishak. Se compa-
raron las puntuaciones calculadas con las puntuaciones determinadas por un tinico anatomopatélogo (caso B), con una
puntuacién de consenso de 3 anatomopatélogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los anatomopatdlogos
(caso A). Se han calculado los valores del drea bajo la curva (ABC).
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Algoritmo 4 Algoritmo 5
C A B C A B
ABC 0,763 0,887 0,763 0,751 0,861 0,757
N 295 295 570 292 292 564
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para diagnosticar fibrosis hepdtica en el que se miden dos o mas marcadores de diagndstico
en sangre, suero o plasma y se combinan las mediciones mediante andlisis de funcién discriminante, caracterizado
porque los marcadores de diagndstico se seleccionan del grupo de propéptido N-terminal del procoldgeno II1 (PIIINP),
coldgeno IV, coldgeno VI, tenascina, laminina, hialuronano, MMP-2, TIMP-1 y complejo MMP-9/TIMP-1 en el que
se usan los algoritmos para apoyar, predecir o sustituir o aumentar la puntuacién histolégica de una biopsia de higado.

2. Método segtn la reivindicacion 1, en el que los algoritmos se ajustan para corresponder a un sistema de puntua-
cién conocido (por ejemplo puntuacién de Scheuer, puntuacién de Ishak, puntuacién de HAI, puntuacién de Ludwig,
puntuacién de Metavir).

3. Método segtin la reivindicacién 2, en el que la decisidn de tratamiento se apoya en la puntuacién calculada o el
grupo de puntuaciones calculadas.

4. Método segun la reivindicacién 2, en el que las decisiones de si debe tomarse una biopsia o no se apoya en la
puntuacién calculada o el grupo de puntuaciones calculadas.

5. Método segun la reivindicacién 2, en el que los pacientes se clasifican como que no padecen fibrosis hepéti-
ca/padecen fibrosis hepdtica leve o padecen fibrosis hepatica moderada/grave.
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