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Estudio de la citoqueratina- 18 como
marcador No INvasivo en pacientes
con enfermedad de higado graso no
alcohalico

« Study of cytokeratin-18 as a non-invasive marker in patients with non-
alcoholic fatty liver disease

 Estudo da citoqueratina-18 como marcador nao invasivo em pacientes
com doenca hepatica gordurosa n&o alcodlica

Resumen

Introduccion: La enfermedad por higado graso no alcohdlico es una de las principales causas
de afeccidn hepatica. La citoqueratina 18 surge como marcador no invasivo para la valoracion
de fibrosis hepatica. El objetivo del trabajo fue validar el uso de la citoqueratina 18 en sangre
periférica en el diagndstico y evolucién de los pacientes con enfermedad por higado graso no
alcohdlico.

Metodologia: Para validar la citoqueratina 18 en el diagndstico se realizé un estudio de tipo
caso-control. El grupo caso fueron los pacientes mayores de 18 afos, de ambos sexos, con
diagnostico de enfermedad por higado graso no alcohdlico vinculado al sindrome metabdlico,
captados entre 2/2/2019 al 2/2/2020. El grupo control fueron personas donantes de sangre. Se
parearon 1-1 por edad y sexo. Se cuantificé la citoqueratina 18 en sangre periférica de ambos
grupos. Para validar la citoqueratina 18 en la evolucién de los pacientes con enfermedad de
higado graso no alcohdlico se realiz6 un trabajo prospectivo, longitudinal. El grupo de pacientes
captados fueron seguidos durante un afo bajo tratamiento estandar, finalizando el mismo se
realizé la cuantificacion de citoqueratina 18 en sangre periférica. Las variables continuas se
expresan con la media y desvio estandar. Se analizé con test de t Student, error a < 5%

Resultados: 13 pacientes integran el grupo caso (12 mujeres), de 53 + 11 afios, con IMC 35.01
+ 8.9 kg/m?. El valor de citoqueratina 18 pre-tratamiento fue de 1410 + 120 Ul, y el valor post-
tratamiento fue de 117 + 56, p < 0,005.EIl grupo control fueron 13 personas (12 mujeres), de 43,4
+ 8,1 afos e IMC 28,10 + 5,4 kg/m? El valor de citoqueratina 18 fue de 193 + 7.2 UI, p < 0.005
VS grupo caso pretratamiento.

Conclusiones: La citoqueratina 18 es mas elevada en los pacientes con enfermedad higado
graso no alcohdlico, siendo estadisticamente significativa y disminuye con el tratamiento con
significacion estadistica, pudiendo constituirse en un marcador Util en este grupo de pacientes.

Palabras clave: enfermedad higado graso no alcoholico, sindrome metabdlico, citoqueratina 18.

Abstract

Introduction: Nonalcoholic fatty liver disease is one of the main causes of liver disease.
Cytokeratin 18 emerges as a non-invasive marker for the assessment of liver fibrosis. The
objective of the work was to validate the use of cytokeratin 18 in peripheral blood in the diagnosis
and evolution of patients with non-alcoholic fatty liver disease.

Methodology: To validate cytokeratin 18 in the diagnosis, a case-control study was carried
out. The case group was patients over 18 years of age, of both sexes, with a diagnosis of
non-alcoholic fatty liver disease linked to metabolic syndrome, recruited between 2/2/2019
to 2/2/2020. The control group were blood donors. They were matched 1-1 for age and sex.
Cytokeratin 18 was quantified in peripheral blood of both groups. To validate cytokeratin 18 in
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the evolution of patients with non-alcoholic fatty liver disease, a prospective, longitudinal study
was carried out. The group of patients recruited were followed for one year under standard
treatment, at the end of which cytokeratin 18 was quantified in peripheral blood. Continuous
variables are expressed with the mean and standard deviation. It was analyzed with Student’s t
test, a error < 5%.

Results: 13 patients make up the case group (12 women), 53 + 11 years old, with BMI 35.01 +
8.9 kg/m?. The pre-treatment cytokeratin 18 value was 1410 + 120 IU, and the post-treatment
value was 117 + 56, p < 0.005. The control group was 13 people (12 women), 43.4 + 8.1 years
and BMI 28.10 + 5.4 kg/m? The cytokeratin 18 value was 193 + 7.2 IU, p < 0.005 vs. pretreatment
case group.

Conclusions: Cytokeratin 18 is higher in patients with non-alcoholic fatty liver disease, being
statistically significant, and decreases with treatment with statistical significance, and may
become a useful marker in this group of patients.

Keywords: nonalcoholic fatty liver disease, metabolic syndrome, cytokeratin 18.

Resumo

Introducéao: A doenga hepatica gordurosa néo alcodlica € uma das principais causas de doenca
hepatica. A citoqueratina 18 surge como um marcador néo invasivo para avaliagdo de fibrose
hepatica. O objetivo do trabalho foi validar o uso da citoqueratina 18 no sangue periférico no
diagndstico e evolugéo de pacientes com doencga hepatica gordurosa nédo alcodlica.

Metodologia: Para validar a citoqueratina 18 no diagnéstico, foi realizado um estudo caso-
controle. O grupo caso foi composto por pacientes maiores de 18 anos, de ambos os sexos,
com diagnoéstico de doencga hepatica gordurosa néo alcodlica ligada a sindrome metabdlica,
recrutados entre 02/02/2019 a 02/02/2020. O grupo controle eram doadores de sangue. Eles
foram comparados em 1 a 1 por idade e sexo. A citoqueratina 18 foi quantificada no sangue
periférico de ambos os grupos. Para validar a citoqueratina 18 na evolugdo de pacientes com
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, foi realizado um estudo prospectivo e longitudinal.
O grupo de pacientes recrutados foi acompanhado durante um ano sob tratamento padréo,
ao final do qual a citoqueratina 18 foi quantificada no sangue periférico. As variaveis continuas
sdo expressas com média e desvio padrdo. Foi analisado com teste t de Student, erro a < 5%.

Resultados: Compdem o grupo caso 13 pacientes (12 mulheres), 53 + 11 anos, com IMC 35,01
+ 8,9 kg/m2. O valor de citoqueratina 18 pré-tratamento foi de 1410 + 120 Ul e o valor pos-
tratamento foi de 117 + 56, p < 0,005. O grupo controle foi de 13 pessoas (12 mulheres), 43,4 +
8,1 anos e IMC 28,10 + 5,4 kg/m? O valor da citoqueratina 18 foi de 193 + 7,2 Ul, p < 0,005 vs.
grupo de casos pré-tratamento.

Conclusoes: A citoqueratina 18 é maior em pacientes com doencga hepatica gordurosa nao
alcodlica, sendo estatisticamente significativa, e diminui com o tratamento com significancia
estatistica, podendo se tornar um marcador Util neste grupo de pacientes.

Palavras-chave: doenca hepatica gordurosa néo alcodlica, sindrome metabdlica, citoqueratina 18.
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Introduccion

La enfermedad por higado graso no alcohdlico (EHGNA) es actualmente considerada la
enfermedad hepatica crénica més frecuente en el mundo.

Este aumento significativo esta en directa relacion con la epidemia de sobrepeso-obesidad-
diabetes mellitus y sindrome metabdlico, en relacién inversa con los significativos avances en la
deteccion y tratamiento de otras enfermedades hepaticas como son las hepatitis virales.

Se estima que en un futuro cercano sera la primera causa de indicacién de trasplante
hepatico, asimismo dado su alta prevalencia condiciona la viabilidad del érgano donante.

Aunque tradicionalmente se ha considerado a la EHGNA como una enfermedad hepatica de
prondstico benigno, en realidad, se trata de una entidad clinica de curso dinamico, que dejada
a su libre evolucién, puede derivar en situaciones clinicas graves hepaticas y no hepaticas que
ensombrecen el prondstico del paciente.

Esta demostrado su rol como factor de riesgo para enfermedad cardiovascular (independiente
de otras comorbilidades) siendo esta la principal causa de muerte en estos pacientes.

Como enfermedad hepatica, engloba un amplio espectro de formas clinicas, desde la
esteatosis simple, esteatohepatitis, cirrosis y hepatocarcinoma (atin en higado no cirrético).

Ante el impacto a nivel de la salud publica es necesario el desarrollo de herramientas
diagnésticas, en lugar de la biopsia hepatica, que sean aplicables y reproducibles en la poblacion.
De este modo entra en relevancia la utilizacién de métodos no invasivos.

1) Epidemiologia

La EHGNA afecta a personas de cualquier edad, sexo y etnia. Aunque su prevalencia en la
poblacién general no se conoce con exactitud, los datos provenientes de estudios poblacionales
la estiman en un 20 a 30% para paises occidentales y un 15% en paises asiaticos. @2

En 2016 se publicé un meta-analisis que incluyé 22 paises (mas de 8 millones de personas)
observando una prevalencia de esta enfermedad en la poblacién adulta a nivel global del 25%
(IC 95%, 22.10 - 28.65). @

En Uruguay no existen datos acerca de la prevalencia de la EHGNA, tomando en cuenta
la fuerte asociacién de comorbilidades y los estudios de prevalencia de obesidad ENSO I,
realizados en el afio 2009 mostraron que el 54% de la poblacion uruguaya tiene sobrepeso/
obesidad y el 25.6% una cintura mayor a 100 cm. La prevalencia de diabetes es del 8%, mientras
que la de hipertension arterial llega al 34%. Extrapolando estos datos nos permiten inferir una
prevalencia de esta enfermedad de aproximadamente 600.000 personas (20%). ©

En nuestra experiencia, la prevalencia de EHGNA en los pacientes asistidos durante el
periodo noviembre 2021 — noviembre 2022 en la policlinica de hepatologia del Hospital Pasteur,
es de 32% constituyendo la patologia hepatica mas prevalente en la actualidad.

2) Definicion e Historia natural

La EHGNA es una entidad clinico-patoldégica que engloba un espectro de lesiones
caracterizada por la acumulacién de grasa en el higado, en ausencia de consumo significativo
de alcohol (< 20-30 g de etanol/dia), infeccion viral o drogas. ©

En el congreso de Viena 2023 surgen el concepto de MASLD (enfermedad hepatica
esteatdsica asociada a disfuncién metabdlica) que incluye a todos los pacientes con al menos
un elemento de sindrome metabdlico y el concepto de MetALD que asocia a los pacientes
MASLD con consumo significativo de alcohol. ?

Al hablar de EHGNA se incluye: la esteatosis simple (ES), la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA) y finalmente la cirrosis hepatica.

La ES consiste en la acumulacion de grasa en los hepatocitos fundamentalmente en forma
de triglicéridos (esteatosis) de por lo menos un 5% a forma macrovesicular. No existe dafio
hepatocelular ni fibrosis. Aproximadamente el 10 al 40% de los pacientes con ES progresaran a
EHNA en un periodo de 8 a 13 afos.
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La EHNA es considerada como la esteatosis asociada a cambios necro-inflamatorios con grados
variables de fibrosis. Un 15% de estos pacientes con un estadio de fibrosis < a 2 progresaran a
CH en un periodo de 8 a 13 afios, cifra que aumenta hasta el 25% en los pacientes con un estadio
de fibrosis > a 3. Estos pacientes tienen una sobrevida mas baja que la poblacién general, siendo
las causas de muerte mas frecuentes la enfermedad cardiovascular y la enfermedad hepatica
avanzada. ®9

3) Etiopatogenia

Los principales factores etiolégicos son aquellos que integran el sindrome metabdlico que
tienen como sustrato la insulino-resistencia (IR). (% Es por esta razén que para algunos autores la
EHGNA es la repercusion hepatica del sindrome metabdlico.

Aunque clasicamente se la ha considerado una enfermedad de las mujeres de mediana edad,
obesas y diabéticas, en recientes publicaciones se ha observado un nuevo perfil de la EHGNA, el
diagndstico se realiza a una edad mas temprana, la frecuencia en hombres es mayor (53%) y la
mayoria de los pacientes no son diabéticos ni obesos. ©

Estudios poblacionales indican que la prevalencia de EHGNA es mayor en poblaciones
hispanas que en las caucasicas y afroamericanas ©, lo que ha llevado a plantear la existencia
de mutaciones puntuales (polimorfismos) de determinados genes, que aumentarian el riesgo de
EHGNA.

En el 45% de los casos no se identifica ningun factor predisponente conocido para la EHGNA.

Con respecto a la patogenia de la enfermedad, aun hoy en dia continda mal definida. En 1988
Day y cols sugieren un proceso que se origina en dos etapas o impactos, dando origen a la teoria
de los dos impactos o “two hits”. (12

El primer impacto consiste en una acumulacion excesiva de grasas en el higado (esteatosis)
postulandose como determinante de esto a la insulino-resistencia. Se plantea que el estrés
oxidativo corresponderia al segundo impacto con la consiguiente activacion de citoquinas
proinflamatorias y la peroxidacion lipidica. '*'¥ Recientes publicaciones sugieren que la apoptosis
puede tener un rol central y ser una manifestacion del segundo impacto (¥, existiendo ademas
una correlacion positiva entre la apoptosis, la relacion de TGO/TGP (transaminasa glutamico
oxalacética/ transaminasa glutamico piruvato) y el grado de inflamacion y fibrosis. (®

4) Diagnostico de inflamacion y fibrosis hepatica

El “gold standard” es la biopsia, siendo esta un método invasivo, costoso y que conlleva riesgos
para el paciente. Tras el advenimiento de los métodos de diagndstico no invasivos de fibrosis
hepatica, la biopsia esta cayendo en desuso, siendo su practica cada vez menos frecuente.

Dentro de los métodos no invasivos se encuentran aquellos que utilizan férmulas matematicas
basadas en parametros clinicos y séricos (scores) y otros basados en técnicas de imagen
(ultrasonografia o resonancia magnética) de mayor sensibilidad y especificidad.”

El principal método imagenoldgico es la elastografia, la cual puede realizarse por resonancia
magnética o ultrasonido. Esta Ultima puede darse por ondas de compresion o por ondas de cizalla
y es la técnica de eleccién en la actualidad. La rapidez, fiabilidad y el gran volumen de tejido
hepatico analizado son sus principales ventajas, asi como la posibilidad de repetirla sin riesgos
para el paciente, a los efectos de realizar un control evolutivo de la situacién clinica.(®®

El estudio informa la rigidez en Kilopascales (KPa), existiendo una correlacién entre los mismos
y los distintos grados de fibrosis (FO-F4).

La utilidad de estos scores reside en que son facilmente reproducibles y la obtencién de
sus parametros suele ser sencilla. Sin embargo, los parametros utilizados no son especificos
del higado, encontrandose multiples variables que influyen en sus valores. Los mas utilizados
para la EHGNA son el NAFLD score, FIB-4 y APRI. Los mismos son de libre acceso, existiendo
calculadoras on line. @02

5) Rol de las citoqueratinas

Como se planteaba en la etiopatogenia, actualmente se considera que la apoptosis tiene
un rol jerarquico en esta enfermedad. Las células destinadas a morir activan las caspasas que
“clivan” las proteinas con residuos de aspartato, siendo uno de sus blancos moleculares la
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citoqueratina 18 (CK 18) que es la mayor proteina que forma parte de los filamentos intermedios
de los hepatocitos. @2

Los filamentos intermediarios son proteinas que forman parte de una familia muy diversa de
elementos fibrilares celulares (CK 1 a CK 20) que constituyen uno de los tres principales grupos
de la estructura del citoesqueleto. @324

A nivel del hepatocito se expresan CK 8 y CK 18, en los conductos epiteliales de la via biliar
y vesicula biliar CK 7, CK 8, CK 18 y CK 19, en la capsula de Gleasson encontramos vimentina,
CK8yCK 14.@

En los ultimos afos surgen trabajos con el objetivo de determinar el uso de CK 18 como
marcador de apoptosis hepatica y su vinculacion con la EHGNA.

Uno de los primeros estudios en 2006 incluyd 44 pacientes en los que se realizd biopsia
hepatica por sospecha de EHGNA, todos estos pacientes presentaban enzimas hepaticas
persistentemente elevadas por mas de 3 meses con evidencia clinica de sindrome metabdlico, en
ausencia de otra causa que explique la elevacion de las transaminasas. A estos pacientes se les
determind mediante técnica de ELISA la concentracién de los fragmentos de CK 18 generados
por las caspasas mediante el reconocimiento de su anticuerpo monoclonal, encontrando que la
CK 18 es un predictor independiente de EHNA en pacientes con sospecha de EHGNA. @

En febrero de 2017 se publicd un meta-analisis (incluye 25 estudios) que tiene como propésito
evaluar el valor diagnostico de los biomarcadores del suero CK 18, factor de crecimiento
fibroblastico 21 (FGF-21) y el papel combinado de ambos marcadores en el diagnéstico de
EHNA. Los resultados sugieren que el aumento de circulacién de ambos marcadores se asocia
a EHNA y se pueden utilizar para la evaluacion inicial. El uso combinado de ambos elementos
tiene mayor especificidad y sensibilidad que cada uno por separado. ?9

En agosto de 2022 se publica un estudio realizado en Alemania donde se establecié un modelo
con ratones modificados genéticamente induciéndolos a la fibrosis hepatica. Posteriormente
a un grupo de casos se le inhiben los receptores de la CK 18 observando reduccion de la
fibrosis hepatica. De este modo se identifica a la CK 18 y sus vias como diana para desarrollar
tratamientos de la fibrosis. @

El presente trabajo tiene por objetivo general validar el uso de CK 18 en sangre periférica
como herramienta diagndstica y evolutiva en pacientes con EHGNA. Los objetivos especificos
son: a) cuantificar y comparar los valores de CK 18 en sangre periférica de pacientes con y sin
EHGNA b) valorar la utilidad de la CK 18 en sangre periférica como parametro evolutivo de los
pacientes con EHGNA pre y post-tratamiento.

Metodologia

1- Tipo de estudio: Para el objetivo de determinar el valor de CK 18 en pacientes con o
sin EHGNA se realizd un estudio caso-control. Para el objetivo de determinar la utilidad del
valor de CK 18 en la evolucién del paciente con EHGNA pre y post-tratamiento se realizé un
estudio prospectivo, analitico. Los casos son pacientes portadores de EHGNA captados en
la Policlinica de Hepatologia del Hospital Pasteur (Montevideo, Uruguay). Los controles son
personas donantes de sangre macheados 1-1 por sexo. Se plante6 que el grupo caso fuera de
17 pacientes en virtud de la cantidad de kits de CK 18 que se adquirieron.

2 - Periodo del estudio: El periodo de captacion de los pacientes fue de 12 meses (06/2019
a 06/2020) y el periodo de seguimiento fue de 12 meses para cada paciente desde el momento
de captacion.

3 - Criterios de inclusion: Paciente de ambos sexos, mayores de 18 afios, portadores de
EHGNA en sus tres variantes clinicas (esteatosis simple, esteatohepatitis y cirrosis).

4- Criterios de exclusion: Sin criterio imagenolégico compatible con EHGNA, presencia de
otra enfermedad hepatica concomitante, neoplasia activa extrahepatica o hepatica (*), proceso
infeccioso generalizado y/o hepatico (colecistits, colangitis, absceso) en curso (*), no dar el
consentimiento escrito para el ingreso al estudio. Aquellos pacientes que ingresados al estudio
no concurran al 75% de los controles clinicos seran retirados del estudio.

(*) A efectos de evitar falsos positivos, ya que la CK 18 se eleva en situaciones de sepsis y enfermedad neoplasica
como carcinoma de pulmon, higado, prdstata y colon.

5- Procedimiento: Se disefié un formulario a efectos de la recoleccién de los siguientes
datos:
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a) Datos patronimicos. Antecedentes personales de consumo de alcohol, consumo de
farmacos y/o hierbas en los ultimos 3 meses, hipertension arterial, diabetes mellitus,
dislipemia, patologia tiroidea. Antecedentes familiares y/o personales de enfermedad
celiaca, colagenopatias, vitiligo. Sintomas de la esfera hepato-biliar. Tratamiento habitual.

b) Examen fisico: datos antropométricos de peso y talla. Se calculo el IMC. Perimetro
abdominal. Medicion de presion arterial. Examen general se busco la presencia de
elementos de insuficiencia hepatica y/o hipertension portal, elementos de hiperinsulinismo
clinico (acantosis nigricans). Examen abdominal (hepatomegalia, dolor hipocondrio
derecho).

c) Ecografia de abdomen: para diagndstico de esteatosis hepatica y presencia de lesiones
nodulares.

d) Analitica sanguinea de valoracion general y hepatica: a todos los pacientes se les realizo:
hemograma, azoemia, creatininemia, glicemia, funcional y enzimograma hepatico, crasis
sanguinea, perfil lipidico.

e) Analitica screening de patologia tumoral: a todos los pacientes se les solicitdé PSI (tres
determinaciones). A los hombres PSA.

f) Analitica sanguinea para descartar otras causas de dafio hepatico: a todos los pacientes
se les realizé proteinograma electroforético, determinacion de inmunoglobulina G y M,
serologia para VIH y VDRL, serologia para hepatitis A, B y C, TSH, metabolismo del
hierro (ferritina e indice de saturacién de transferrina), en los pacientes con sospecha de
enfermedad autoinmune hepatica y/o sistémica se solicité auto-anticuerpos ANA, ASMA,
LKM1, AMA. En los pacientes con enfermedad hepatica sin causa aclarada se solicité
cupremia.

g) Determinacién de CK 18. La sangre extraida a los pacientes al inicio del estudio y al
finalizar los 12 meses de control por paciente, fue procesada en el Laboratorio de
Genética Humana, Departamento de Biodiversidad y Genética del IIBCE. A partir de la
muestras de sangre de los pacientes se separd el suero y del resto se realizé la extraccion
de ADN que fue almacenado a 4°C y el suero a — 80 °C en freezer. La cuantificacién de
CK 18 se realizé6 mediante un Kit comercial (RayBio® Human Cytokeratin 18 ELISA KIT)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. En el grupo control se realizé una Unica
determinacion de CK-18. En el grupo caso se realizaron 4 determinaciones de CK-18 al
inicio del protocolo y al final del mismo. El valor promedio de dichas determinaciones es
lo que se consider6 para el estudio.

h) Elastografia de transicion (Fibroscan ®). Fue realizada por el mismo técnico a todos los
pacientes al momento del ingreso al estudio.

i) Célculo de los scores FIB-4 y APRI al momento del ingreso al estudio.

j) Tratamiento. Se realizd tratamiento especifico de acuerdo a las caracteristicas biométricas
del paciente y sus factores de riesgo. En cada control mensual se verificaba la presencia
de sintomas, control de peso y se valoré adherencia al tratamiento.

6- Definiciones: se consideraron las siguientes

EHGNA: pacientes con ecografia abdominal (u otro estudio imagenoldgico) que confirme
la presencia de esteatosis hepatica y que no presente otra causa posible de afeccion hepatica
aguda y/o cronica.

Cirrosis hepatica: presencia de elementos clinicos y/o paraclinicos de insuficiencia
hepatocitica cronica y de hipertension portal. La insuficiencia hepatocitica se manifiesta
clinicamente por la presencia de sindrome de hiperestrogenismo, sindrome hemorragiparo,
pudiendo asociar o no, sindrome pigmentario y sindrome ascitico-edematoso. Las alteraciones
paraclinicas son: tasa de protrombina < 70%, INR > 1.2 y albumina < 3 g/I, en ausencia de otras
enfermedades que lo expliquen. La hipertensién portal se evidencia por la presencia de alguno
de los siguientes hallazgos: varices eso6fago-gastricas, gastropatia por hipertension portal,
esplenomegalia, circulacion colateral por cortocircuitos portosistémicos y/o por la presencia de
ascitis.

Consumo de alcohol: se considera significativo un consumo > 20 g al dia en mujeres o de
40 g/dia en hombres. Para calcular la cantidad de gramos de alcohol que tiene una bebida hay
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que multiplicar los ml de alcohol por 0.8 (densidad del alcohol: 0.8 gramos por ml). La gradacién
alcohdlica indica la cantidad de alcohol (en ml) que tiene cada bebida.

Obesidad: lo definimos como un indice de masa corporal (IMC) > 30 kg/m?. Se calcula sobre
la férmula del peso en kilogramos dividido (talla)2 en metros.

Enfermedad autoinmune hepatica: se aplicara el score de hepatitis autoinmune con puntaje
probable y/o posible. Se considerara cirrosis biliar primaria la presencia de patron colestasico
con AMA positivos y/o biopsia hepatica compatible.

FIB-4 score incluye la edad, determinaciéon de transaminasas y plaquetas. Los puntos de
corte son < 1,30 (FO-F1) y > 2.67 (F3-F4), los valores intermedios son indeterminados (F2).

APRI score incluye la relacién de transaminasas y el valor plaquetario. Los puntos de corte
son < 0.5 (FO-F1) y > 1.5 (F3-F4), los valores intermedios son indeterminados (F2).

7- Andlisis estadistico: Las variables continuas se expresaron con su tendencia central y
medidas de dispersion. Las variables cuantitativas se expresaron por su frecuencia y porcentaje
en las muestras totales. Para el analisis univariado se utilizé las pruebas de t Student. En todos
los casos se considerd como significativo un error a < 5%.

8 - Etica: Se contd con el consentimiento de todos los pacientes que ingresaron al estudio.
El trabajo fue aprobado por el comité de ética en la investigacion del Hospital Pasteur.

Resultados

Analisis global de la poblacion

Grupo caso

De los 17 pacientes captados, 4 fueron excluidos por no completar los controles solicitados,
por lo que la poblacién de andlisis fueron 13 pacientes.

En la tabla 1 se presentan las principales caracteristicas epidemioldgicas de la misma.

Sexo F:12 M: 1

Edad (afios) 54,4 +11,5 afios
Consumo alcohol 0

Consumo farmacos y/o hierbas hepatotoxicas 1

Diabetes mellitus 7

Hipertension arterial 8

Dislipemia 13

IMC (kg/m?) 33,59 + 6,93
Perimetro abdominal (cm) 110,30 + 10,34
Sintomas y/o signos de la esfera hepatobiliar 0
Hiperinsulinismo clinico 2

Tabla 2: Resultado de fibroscan y
scores aplicados (n=13)

En la tabla 2 se presentan los resultados del estudio de elastografia de transicion (Fibroscan
®) y el célculo de los scores realizados (FIB-4, APRI) vinculados con el grado de fibrosis hepatica
que cada uno estima (FO — F4). FO — F1 sin fibrosis significativa, F3-F4 con fibrosis significativa,
F2 dudoso (se sugiere completar con otros métodos).

) | FiB-4 | ApRI
FO-Fi 9 10 8
F2 3 2 4
F3-F4 1 1 1

Grupo control

Estuvo integrado por 13 personas donantes de sangre, 12 mujeres y 1 hombre pareados por
edad y sexo con el grupo caso. Edad media 43,4 + 7.66 afios.
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En la tabla 3 y grafica 1 se presentan los resultados globales del valor promedio de CK 18
para el grupo control y el grupo caso al inicio (pre-tratamiento) y final del proyecto luego de 12
meses de control y tratamiento (post-tratamiento)

Tabla 3: Valores promedios de CK 18 Grupo caso Grupo caso Grupo control
grupo controly grupo caso (E;?gmﬁgrs]; pre-tratamiento post-tratamiento
Abreviatura. CK 18: citoqueratina 18 CK 18 UI/L 1410 + 120 117 + 56 1935 + 140
8000+
~ 6000 —_
E
S ——
2
~ 4000+
=]
-
'; ——
2000+
(&)
Grafica 1: Resultados de CK 18 en 0
el grupo controles y en el grupo caso pre |
tratamiento (HG AT) y pos tratamiento (HG CONTROLES HG AT HG DT
DT). Abreviatura. CK 18: Citoqueratina 18

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (grupo caso vs
grupo control) al inicio del proyecto (pre-tratamiento) con una p < 0.005.

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa en el grupo caso entre el inicio y el
final del proyecto (tras 12 meses de tratamiento) con una p < 0.001.

En la tabla 4 se presentan los resultados por paciente del Fibroscan ®, scores realizados y
valor promedio de la CK 18 pre-tratamiento.

Paciente Fibroscan ® FIB-4 APRI CK 18 (UI/L)
1 FO FO FO 2694
2 F2 FO FO 1771
3 F0-1 FO FO 2556
4 F2 FO F2 5509
5 F2 F2 FO 700
6 F0-1 FO FO 669
7 FO FO F2 922
8 FO FO FO 573
9 F0-1 F2 F2 843
10 FO FO FO 627
1 FO FO FO 713
s e © o[ 3 o R |
Abreviatura CK 18: citoqueratina 18. 13 FO F4 F3 351

Analisis segun IMC

En el grupo caso 9/13 pacientes tenian un IMC mayor a 30 kg/m?, con un valor medio de CK
18 de 1506,4 + 166 Ul/I al inicio del proyecto y un valor medio de CK 18 de 120,6 + 60 Ul/I al
finalizar el proyecto (luego de 12 meses de tratamiento).

Esta diferencia tuvo significacion estadistica con una p < 0.005 tanto para pre-tratamiento
como para el post-tratamiento. En la grafica 2 se presentan los resultados.
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Grafico 2: Determinaciones de CK 18 0 %
en el grupo caso pre —tratamiento (HG AT) y ! ! ! 1
post-tratamiento (HG DT) para pacientes con HG AT HG DT
IMC mayor o menor a 30 kg/m?

En el grupo control 7/13 personas tenian un IMC mayor a 30 kg/m?, con un valor medio de
CK 18 de 207,4 + 160 Ul/I.

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos tanto al inicio
del proyecto (pre-tratamiento) como al final del mismo (post — tratamiento) con una p < 0.001 y
p < 0.005 respectivamente

En la grafica 3 se presentan los resultados de CK 18 del grupo control y caso (pre y post-
tratamiento) para quienes presentan un IMC mayor a 30 kg/m?

80009 g1y >30
CIBMI = 30
T 6000 -
o
&
o 4000
-
O 2000
Yy ]} N
Grafica 3: Resultados de CK 18 en 0
el grupo controles y el el grupo caso pre | | | ! 1 1
tratamiento (HG AT) y pos tratamiento (HG DT) CONTROLES HGAT HGOT
para IMC (BMI) mayor a 30 kg/m*

Analisis segun edad

En el grupo caso 7/13 pacientes tenian mas de 50 afios, con un valor medio de CK 18 de
1107 = 82 Ul/I al inicio del proyecto y un valor medio de CK 18 de 110 + 37 Ul/I al finalizar el
proyecto (luego de 12 meses de tratamiento).

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa, con p < 0.005 tanto pre-tratamiento
como post-tratamiento. En la grafica 4 se presentan los resultados.
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Grafica 4: Resultados de CK 18

pre-inicio de tratamiento (HG AT) y post-
tratamiento (HG DT) para el grupo de
pacientes con EHGNA mayores 0 menores
de 50 afios.
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En el grupo control 3/13 personas tenian mas de 50 afios, con un valor medio de CK 18 de
164 + 105 U/

Se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos tanto al inicio
del proyecto (pre-tratamiento) como al final del mismo (post — tratamiento) con una p < 0.005 y
p < 0.05 respectivamente.

Discusion

Al igual que otros estudios poblacionales, en nuestro trabajo encontramos que predomina
la poblacién femenina, con una edad media de 54,4 afios y con alta prevalencia de factores de
riesgo metabdlicos.

La obesidad definida como un IMC > 30 kg/m? estaba presente en 9/13 pacientes (FR 0.69),
la media poblacional del IMC fue de 33,59 + 6,93 Kg/m? y del perimetro abdominal de 110.30 +
10,34 cm.

7/13 pacientes (FR 0.53) tenian diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, 8/13 (FR 0.61) eran
hipertensos y la totalidad de ellos tenian diagnéstico de dislipemia.

Por tanto nuestra poblacién pertenece al “grupo tradicional” de pacientes con EHGNA con
alta prevalencia de elementos de sindrome metabdlico, siendo posible plantear la insulino-
resistencia como causa patogénica, destacamos que solo 2/13 pacientes tenian elementos
clinicos sugestivos de hiperinsulinismo lo que pone de manifiesto que el hallazgo de los mismos
tienen un bajo impacto clinico en el diagnéstico.?®

En cuanto a la forma clinica de la enfermedad, ningun paciente tenia sintomas y/o signos
sugestivos de afeccién de la esfera hepatobiliar, lo que traduce la necesidad de la busqueda de
esta afeccién por métodos paraclinicos. Se recomienda la realizacion de ecografia de abdomen
en todo paciente con sindrome metabdlico a efectos de confirmar el diagndstico de EHGNA,
visto las implicancias que el mismo tiene en el prondstico del paciente.

En cuanto al estadio de la enfermedad, si miramos globalmente los métodos no invasivos
realizados en el estudio (tabla 3), encontramos que solo un paciente tenia un F3-F4 sugiriendo
un grado de fibrosis significativa, mientras que la mayoria se encontraba en un FO-F1 (sin fibrosis
significativa), estos hallazgos son similares a otros estudios poblacionales donde el cumulo
mayor de la poblacion se encuentra en estadios iniciales (esteatosis simple).

Sin embargo cuando se analizan los resultados por paciente individual (tabla 4), se constata
que los hallazgos no son uniformes por método no invasivo aplicado. El paciente con F3-F4 por
los scores, tiene un FO en la elastografia. Hay que destacar que los puntos de corte de KPa del
fibroscan ® para la EHGNA aun estan en revision lo que podria explicar esta discordancia.

En cuanto al andlisis de la CK 18 encontramos que los pacientes con EHGNA tienen un
valor mas elevado que la poblacién normal (hallazgo estadistico significativo), lo que permite
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validar el uso de la misma en esta enfermedad, tal cual esta siendo evidenciado por trabajos
internacionales. ?°

Asimismo se objetiva el descenso del valor de CK 18 en el grupo de pacientes con EHGNA
tras un afo de tratamiento, que incluso pasa a ser de menor valor que para el grupo control
(poblacién sana), por lo que puede considerarse de utilidad la determinacion de la CK 18 para en
control de los pacientes con EHGNA, valorando la respuesta al tratamiento (hallazgo estadistico
muy significativo).

Es por tanto fundamental diagnosticar a los pacientes con EHGNA e iniciar un tratamiento
individualizado, multidisciplinario enfocado en el control de los factores de riesgo metabdlicos,
teniendo como pilar del mismo el descenso de peso gradual y sostenido a través de cambios de
habitos nutricionales y la actividad fisica — ambos con nivel de evidencia IA. ¢03"

La poblacién de pacientes obesos tiene 65% mas riesgo de EHGNA, que pasa a ser del 90%
en el grupo de pacientes con obesidad morbida.®? En este trabajo buscamos la relacion de CK
18 en el grupo de pacientes con IMC mayor a 30 kg/m?, encontrado que la misma tiene valores
estadisticamente significativa superior a la poblacion de pacientes con EHGNA de menor IMC,
y que ambos grupos presentaban un descenso significativo de los valores de CK 18 tras el afio
de tratamiento cuando se lo compara con el grupo control.

Se conoce que la incidencia de EHGNA tiene un incremento con la edad. Analizamos
los pacientes mayores de 50 afios, encontrando que esta poblacion tiene un valor de CK 18
significativamente superior a los pacientes de menor edad, objetivandose un descenso de los
mismos tras el afio de tratamiento.

Presentamos los resultados de la media poblacional de CK 18 al inicio del proyecto por
paciente (tabla 4), no siendo posible establecer conclusiones sobre los mismos, consideramos
que esto sucede porque se trata de una muestra pequefa de pacientes y que metodolégicamente
no estaba enfocado para este analisis.

Si bien nuestro trabajo tiene un nimero muy reducido de pacientes, consideramos que es el
primer trabajo nacional sobre el tema, que tiene la potencia de ser un trabajo caso-control y que
pone sobre la mesa a la citoqueratina 18, presentandolo como un nuevo marcador serolégico no
invasivo en el diagndstico y control evolutivo de los pacientes con EHGNA.

Conclusiones

Se encontraron valores elevados de CK 18 en pacientes con EGHNA en relacion a la
poblacién control. Esta tendencia se mantiene en pacientes > 50 afios o con IMC > 30 kg/m?2.

CK18 plasmatica disminuye en pacientes con EGHNA al afio de tratamiento con significacion
estadistica, tanto en la poblacién general como en > 50 afios y pacientes con IMC > 30 kg/m?.

CK18 plasmatica puede ser Util como marcador inflamatorio en pacientes con EGHNA.

Es necesario continuar la linea de investigacion, comparandolo con otros marcadores
diagnosticos y buscar el punto de corte de CK 18 a correlacionar con los distintos estadios de
la enfermedad.
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