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DESCRIPCIÓN

Diagnóstico de fibrosis hepática con algoritmos de marcadores séricos.

Las enfermedades fibróticas progresivas del hígado son una causa principal de morbimortalidad en todo el mundo.
Recientes avances científicos demuestran que el proceso patogénico de fibrosis en el hígado depende fundamental-
mente de la proliferación y activación de células estrelladas hepáticas (también denominadas lipocitos, células de Ito
o de almacenamiento de grasa) que sintetizan y secretan proteínas de matriz extracelular en exceso (1). Además es
evidente que este proceso es común a la enfermedad hepática de todas las etiologías. De particular importancia son la
hepatitis vírica crónica B y C y la enfermedad hepática alcohólica así como enfermedades hepáticas genéticas y auto-
inmunitarias, que conducen todas a problemas clínicos mediante la ruta final común de fibrosis hepática progresiva,
con el eventual desarrollo de cirrosis.

Un concepto importante es la distinción entre fibrosis hepática y cirrosis. La fibrosis hepática es una acumulación
reversible de matriz extracelular en respuesta a una lesión crónica en la que todavía no se han desarrollado nódulos,
mientras que la cirrosis implica un proceso irreversible, en el que bandas gruesas de matriz rodean completamen-
te el parénquima, formando nódulos. En consecuencia, cualquier tratamiento debe dirigirse hacia los pacientes con
enfermedad reversible (fibrosis), lo que requerirá la identificación y seguimiento tempranos de aquellos en riesgo (2).

La gravedad y la progresión de la fibrosis hepática son difíciles de evaluar, siendo aún actualmente la biopsia de
hígado el método clínico más fiable. La evaluación cualitativa de la fibrosis hepática mediante biopsias está limitada
por la variabilidad interobservador. Las biopsias son claramente inadecuadas para la fase clínica temprana del desarro-
llo de fármacos, 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 máximo de tres meses
de exposición terapéutica experimental. Otras desventajas son la baja especificidad de diagnóstico y el riesgo de he-
morragia. Por tanto, existe una necesidad de marcadores sustitutos de fibrosis hepática. Las pruebas séricas permiten
una evaluación no invasiva de la fibrogénesis y fibrolisis en el hígado y pueden realizarse repetidamente y a intervalos
cortos de tiempo (3). Las pruebas séricas que miden los procesos dinámicos de la síntesis de la matriz extracelular
(fibrogénesis) y degradación de la matriz extracelular (fibrolisis) reflejan la cantidad de matriz extracelular presente,
el grado de fibrosis o el proceso en curso de cambio arquitectónico del hígado (4).

El estado actual de la técnica para medir marcadores sustitutos de fibrosis hepática está poco desarrollado. Estudios
previos han sugerido que puede usarse la concentración sérica de proteínas de matriz extracelular (o sus fragmentos
de excisición) para evaluar la gravedad y progresión de la fibrosis hepática (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 hígado y la
gravedad de las enfermedades hepáticas (6).

La publicación 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, nº 8876, 9 de octubre de 1993 (1 993-1 0-
09), páginas 895-898),

la publicación X. JI 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, nº 3,1997, páginas 198- 201),

la publicación D. SCHUPPAN ET AL. se refiere a “Serummarker der Leberfibrose.” (DEUTSCHE MEDIZINIS-
CHE WOCHENSCHRIFT, vol. 124, nº 41, 15 de octubre de 1999 (1999- 10-1 5), páginas 1213-1218),

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

Una publicación en DIGESTIVE DISEASES AND SCIENCES, vol. 39, nº 11, 1994, páginas 2426-2432 tiene el
título Alpha-2-macroglobulin and hepatic fibrosis.

Los marcadores usados para la evaluación de la fibrosis hepática son PIIINP, laminina, hialuronano, colágeno IV,
TIMP-1, tenascina, MMP-2 y fibronectina. Se miden los marcadores y se ha demostrado su capacidad para evaluar la
fibrosis hepática. No obstante, los valores de diagnóstico de cada marcador individual no son precisos y específicos
para evaluar puntuaciones de fibrosis.

Por tanto se tratan combinaciones de marcadores para aumentar el valor de diagnóstico. Se han descrito el índice
biológico simple PGA que combina el tiempo de protrombina (TP), gamma-glutamil transpeptidasa (GGT) sérica
y apolipoproteína A1 (Apo A1) y el índice PGAA que incluye alfa-2-macroglobulina (A2M) al índice PGA para el
diagnóstico de enfermedad hepática alcohólica en alcohólicos (7,8). Aunque se han combinado los índices PGA y
PGAA con marcadores séricos individuales (9, 10), no se han usado marcadores séricos para establecer algoritmos
para la evaluación de enfermedades hepáticas.

En esta invención, se unen marcadores séricos de la matriz extracelular en un panel que conduce a un conjunto de
marcadores cuya medición permitirá el cálculo de un algoritmo y el uso de un algoritmo derivado de este tipo para
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la predicción de la puntuación histológica de fibrosis hepática. Para este fin se usa análisis de función discriminante
para determinar qué variables discriminan entre las puntuaciones de fibrosis diferentes. Los algoritmos se derivan del
conjunto de marcadores propéptido N-terminal del procolágeno III (PIIINP), colágeno IV, colágeno VI, tenascina,
laminina, hialuronano, MMP-2, TIMP- 1 y complejo MMP-9/TIMP-1.

Por tanto, la invención se refiere a un método in vitro para diagnosticar fibrosis hepática en el que se miden
dos o más marcadores de diagnóstico en sangre, suero o plasma y se combinan las mediciones mediante análisis de
función discriminante caracterizado porque los marcadores de diagnóstico se seleccionan del grupo de propéptido N-
terminal del procolágeno III (PIIINP), colágeno IV, colágeno 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
puntuación histológica de una biopsia de hígado.

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

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

La nueva técnica se basa en medir parámetros séricos, que se asocian directamente con el proceso fibrótico, y
combinarlos a un nivel matemático dando un procedimiento de evaluación fijo.

Con el fin de validar la nueva técnica, el “patrón de oro” no es el mejor, sino el único medio, debido a que, a priori,
ambos métodos no investigan criterios de valoración comparables: mientras que los parámetros séricos caracterizan
procesos dinámicos, la biopsia caracteriza la manifestación fibrótica en un momento fijo. Puede haber un proceso
fibrótico sumamente activo en el hígado aunque el tejido fibrótico no se haya desarrollado aún. Por el contrario, puede
haber numerosos grupos de tejido fibrótico en el hígado pero la actividad fibrótica puede haberse parado o interrumpido
temporalmente.

En cambio, algunas funciones matemáticas de parámetros séricos dieron valores medios diferentes estadística-
mente significativos en fases de puntuación de biopsia diferentes. Se seleccionaron análisis discriminantes usan-
do el “patrón de oro” con el fin de investigar el poder diagnóstico de las funciones matemáticas de parámetros
séricos.

La determinación de concentraciones de marcadores séricos y cálculo 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 clasificación de los pacientes en grupos, por ejemplo fibrosis leve frente a grave, usando algoritmos, es un
beneficio de la invención descrita.

Descripción de los inmunoensayos

Los marcadores propéptido N-terminal del procolágeno III (PIIINP), colágeno IV, colágeno 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 “sándwich”). Los inmunoensayos de
la invención comprenden la reacción de dos anticuerpos con muestras de fluido humano, en la que el anticuerpo de
captura se une de manera específica a un epítopo del marcador. El segundo anticuerpo, de diferente especificidad para
el epítopo, 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 específica a la proteína.

Anticuerpo u otro término similar usado en el presente documento incluye una inmunoglobulina completa o bien
monoclonal o bien policlonal, así como fragmentos antigénicos o fragmentos inmunorreactivos que se unen de ma-
nera específica al marcador, incluyendo Fab, Fab’, F(ab’)2 y F(v). El anticuerpo incluye también proteínas de unión,
especialmente la proteína de unión de ácido hialurónico (HABP).

Las muestras de fluido humano usadas en los ensayos de la invención 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 invención 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 rábano o un
tinte de fluorescencia. Los conjugados se preparan mediante técnicas generalmente conocidas en la técnica.

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

Antecedentes estadísticos

Se usa análisis de función discriminante para determinar qué variables discriminan entre dos o más grupos que
se producen de forma natural. De manera computacional, es muy similar al análisis de varianza. La idea básica sub-
yacente al análisis de función 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 función discriminante puede volver a formularse como un problema análisis
de varianza (ANOVA) de una vía. De manera específica, puede preguntarse si dos o más grupos son o no significa-
tivamente diferentes entre sí 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 única variable, la prueba de significación final de si una variable discrimina o no entre grupos
es la prueba F. F se calcula esencialmente como la razón 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 cuál(es) contribuye(n) a la discriminación
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 análisis de varianza multivariante o MANOVA. Tal como en MANOVA,
puede realizarse en primer lugar la prueba multivariante, y, si es estadísticamente significativa, proceder a ver qué
variables tienen medias significativamente diferentes a lo largo de los grupos. Por tanto, incluso si los cálculos con
variables múltiples son más complejos, el razonamiento principal todavía se aplica, en concreto, que se están 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 más variables cuantitativas y una variable de clasificación
que define grupos de observaciones, el procedimiento de discriminación desarrolla un criterio discriminante para cla-
sificar cada observación en uno de los grupos. La predicción post hoc de qué ha sucedido en el pasado no es tan difícil.
No es poco común obtener una clasificación muy buena si se utilizan los mismos casos a partir de los que se calculó
el criterio discriminante. Con el fin de hacerse una idea de cómo 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 clasificación de nuevos casos permite evaluar la validez predictiva del criterio discriminante. Con el fin
de validar el criterio derivado, puede aplicarse la clasificación a otros conjuntos de datos. El conjunto de datos utilizado
para obtener el criterio discriminante se denomina el conjunto de datos de calibración o aprendizaje.

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

Para el desarrollo de un algoritmo discriminante, se analizaron datos de un grupo de sujetos de un estudio de
fibrosis hepática de observación. Los sistemas de puntuación de fibrosis hepática bajo observación fueron

- la puntuación de Scheuer (0-4),

- la puntuación de Ishak modificada (HAI) A - Hepatitis de interfase (0-4),

- la puntuación de Ishak modificada (HAI) B - Necrosis confluente (0-6),

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

- la puntuación de Ishak modificada (HAI) D - Inflamación portal (0-4),

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

Aplicando un análisis discriminante por etapas, por ejemplo las siguientes funciones de parámetros séricos demos-
traron tener un impacto importante sobre el tipo de puntuación correspondiente.
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Un análisis discriminante correspondiente dio las funciones discriminantes lineales que pueden utilizarse para el
cálculo y la predicción de la puntuación de la biopsia. Pueden aplicarse los algoritmos a cada sistema de puntua-
ción conocido (por ejemplo puntuación de Scheuer, puntuación de Ishak, puntuación Metavir, puntuación de Ludwig,
puntuación de HAI).

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

Las funciones discriminantes utilizadas incluyen combinaciones de marcadores de la lista de propéptido N-ter-
minal del procolágeno III (PIIINP), colágeno IV, colágeno 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 puntuación de Scheuer

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

Algoritmo 1:
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Algoritmo 2:

Algoritmo 3:

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 único anatomopatólogo (caso B), con
una puntuación de consenso de 3 anatomopatólogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los anatomopatólo-
gos (caso A). También se han calculado los valores kappa, valores predictivos negativos (VPN) para la puntuación 0-
1, valores predictivos positivos (VPP) para la puntuación 2-4, sensibilidades y especificidades.

(Tabla pasa a página siguiente)
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Ejemplo 2

Algoritmos para la puntuación de Ishak

Se calcularon los siguientes algoritmos 1, 2 y 3 correlacionando biopsias mediante el sistema de puntuación de
Ishak y concentraciones de marcador sérico de un grupo de pacientes con enfermedades hepáticas:

Algoritmo 1:

Algoritmo 2:

Algoritmo 3:

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 único anatomopatólogo (caso B), con una
puntuación de consenso de 3 anatomopatólogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los anatomopatólogos
(caso A). También se han calculado los valores kappa, valores predictivos negativos (VPN) para la puntuación 0-2,
valores predictivos positivos (VPP) para la puntuación 3-6, sensibilidades y especificidades.
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Ejemplo 3

Curvas características operativas del receptor (COR) para la puntuación de Scheuer

Agrupar a los pacientes en categorías sin fibrosis/con fibrosis leve (puntuación 0-1) y fibrosis moderada/grave
(puntuación 2-4) para la puntuación de Scheuer y calcular algoritmos para el resultado dicotómico dio los siguientes
resultados:

Algoritmo 4:

Algoritmo 5:

Se utilizaron los algoritmos para calcular las curvas características operativas del receptor para las categorías sin
fibrosis/con fibrosis leve (puntuación 0-1) y fibrosis moderada/grave (puntuación 2-4) para la puntuación de Scheuer.
Se compararon las puntuaciones calculadas con las puntuaciones determinadas por un único anatomopatólogo (ca-
so B), con una puntuación de consenso de 3 anatomopatólogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los
anatomopatólogos (caso A). Se han calculado los valores del área bajo la curva (ABC).

Ejemplo 4

Curvas características operativas del receptor (COR) para la puntuación de Ishak

Agrupar a los pacientes en categorías sin fibrosis/fibrosis leve (puntuación 0-2) y fibrosis moderada/grave (puntua-
ción 3-6) para la puntuación de Ishak y calcular algoritmos para el resultado dicotómico dio los siguientes resultados:

Algoritmo 4:

Algoritmo 5:

Se usaron los algoritmos para calcular las curvas características operativas del receptor para las categoría sin fibro-
sis/fibrosis leve (puntuación 0-2) y fibrosis moderada/grave (puntuación 3-6) para la puntuación de Ishak. Se compa-
raron las puntuaciones calculadas con las puntuaciones determinadas por un único anatomopatólogo (caso B), con una
puntuación de consenso de 3 anatomopatólogos (caso C) y con el intervalo cubierto por todos los anatomopatólogos
(caso A). Se han calculado los valores del área bajo la curva (ABC).
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para diagnosticar fibrosis hepática en el que se miden dos o más marcadores de diagnóstico
en sangre, suero o plasma y se combinan las mediciones mediante análisis de función discriminante, caracterizado
porque los marcadores de diagnóstico se seleccionan del grupo de propéptido N-terminal del procolágeno III (PIIINP),
colágeno IV, colágeno 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 puntuación histológica de una biopsia de hígado.

2. Método según la reivindicación 1, en el que los algoritmos se ajustan para corresponder a un sistema de puntua-
ción conocido (por ejemplo puntuación de Scheuer, puntuación de Ishak, puntuación de HAI, puntuación de Ludwig,
puntuación de Metavir).

3. Método según la reivindicación 2, en el que la decisión de tratamiento se apoya en la puntuación calculada o el
grupo de puntuaciones calculadas.

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

5. Método según la reivindicación 2, en el que los pacientes se clasifican como que no padecen fibrosis hepáti-
ca/padecen fibrosis hepática leve o padecen fibrosis hepática moderada/grave.
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