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Resumen

Antecedentes: E/ estdndar de oro para determinar el grado de fibrosis hepdtica (FH) continda siendo la evaluacion de la
biopsia. Existen técnicas de morfometria que permiten cuantificar la FH en estudios histopatoldgicos. Objetivo: Medir la
correlacion entre la evaluacion histoldgica de FH y la cuantificacion por morfometria del porcentaje de fibrosis (PF) mediante
HepaScan. Material y métodos: Estudio piloto observacional, analitico, transversal, prospectivo y prolectivo en el que se
analizaron cortes histopatoldgicos de higado de 29 personas fallecidas por alguna hepatopatia y 22 personas fallecidas por
otras causas (controles). El PF se calculd con HepaScan en fotografias digitales de cortes histoldgicos tefiidos con la técnica
Masson, comparandolo con el diagndstico de tres patdlogos expertos. Resultados: Fueron analizadas 401 imdgenes del
grupo con hepatopatia y 250 del grupo de control. La concordancia interobservador tuvo un indice kappa de 0.329. Entre los
grupos de clasificacion histopatoldgica existieron diferencias estadisticas en el PF (p = 0.0001). La capacidad predictiva de
HepaScan con base en el drea bajo la curva caracteristica operativa del receptor fue de 0.983, 0.812 y 0.895 para fibrosis
leve, moderada y severa, respectivamente. Conclusiones: HepaScan mostro muy buen desempefio para evaluar el PF en
cortes histoldgicos, por lo que puede coadyuvar al diagndstico patoldgico cualitativo.

Fibrosis hepética. HepaScan. Morfometria.

Correlation of liver fibrosis quantification by morphometry using HepaScan with the
analysis of liver biopsies. A pilot study

Abstract

Background: The gold standard for determining the degree of liver fibrosis (LF) continues to be biopsy evaluation. There are
morphometry techniques that allow LF to be quantified on histopathological studies. Objective: To measure the correlation
between LF histological evaluation and fibrosis percentage (FP) morphometric quantification using the HepaScan software.
Material and methods: Observational, analytical, cross-sectional, prospective, prolective pilot study in which liver histological
sections from 29 people who died from some liver disease and from 22 people who died from other causes (controls) were
analyzed. FP was calculated with HepaScan on digital photographs of histological sections stained with the Masson technique,
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comparing it with the diagnosis established by three expert pathologists. Results: Four-hundred and one images from the
group with liver disease and 250 from the control group were analyzed. Inter-observer agreement had a kappa index of 0.329.
There were FP statistically significant differences (p = 0.0001) between histopathological classification groups. HepaScan
predictive capacity based on the area under the receiver operating characteristic curve was 0.983, 0.812, and 0.895 for mild,
moderate, and severe fibrosis, respectively. Conclusions: HepaScan showed very good performance for evaluating FP in
histological sections, which is why it can contribute to qualitative pathological diagnosis.

Liver fibrosis. HepaScan. Morphometry.

Antecedentes

La cirrosis hepatica es causa importante de pérdida
de salud global, pero prevenible y subestimada."? En
2020, en el mundo habia alrededor de 1500 millones
de personas con algun tipo de hepatopatia cronica
(incidencia de 20.7/100 000 habitantes).® En 2021, la
enfermedad hepatica en México fue la séptima causa
de muerte.* Esta enfermedad tiene alta prevalencia e
implica un elevado consumo de recursos para su
atencion.®

En las guias de la evaluacion de fibrosis hepatica
(FH) mediante métodos invasivos y no invasivos, de
la Asociacion Asia-Pacifico para el Estudio del Higado,
se establecid que la biopsia hepatica constituye el
estandar de oro para el diagnostico (nivel de eviden-
cia y recomendacion A1),' sin soslayar las limitaciones
y problemas inherentes a su realizacion, considera-
ciones que concuerdan con las conclusiones de otras
publicaciones.®® En la evaluacién de la biopsia influ-
yen aspectos técnicos e inherentes al evaluador (cri-
terio y experiencia), como la falta de acuerdo intra e
interobservador en la evaluacién de FH debido a sub-
jetividad en la interpretacion.®

Dado el caracter invasivo de la biopsia hepatica,"®’
sus dificultades técnicas,®'® complicaciones," falta
de concordancia en la interpretacion'® y costos aso-
ciados,"®'™ en las dos décadas anteriores se impulsé
el desarrollo de métodos no invasivos, en los cuales
se han obtenido avances importantes, si bien existe
cierto grado de incertidumbre cuando se interpretan
y aplican los resultados en la clinica."**

La cuantificacion digital de la FH se ha utilizado en
ensayos clinicos y otros estudios que requieren pre-
cisién en la evaluacion de nuevos tratamientos y
herramientas diagndsticas. Mdultiples investigaciones
muestran técnicas morfométricas para su cuantifica-
cién.1® No en todos los casos se ha logrado una
discriminacion fiable entre fibrosis leve y moderada.
Ademads, estos métodos tienen limitantes como la
incapacidad para detectar fibrosis perisinusoidal.®

Utilizamos el programa HepaScan, desarrollado por
investigadores del Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia (Universidad Nacional Auténoma de
México), para la cuantificacion de fibrosis y esteatosis
en imagenes de biopsias hepéticas. HepaScan utiliza
una representacion del color de la fibrosis en laminillas
de cortes histopatoldgicos con tincion de Masson, en
el espacio de color LAB de la Commission International
de I'Eclairage (CIE). La representacion del color se da
en un espacio tridimensional de los componentes lumi-
nosidad (L), transicion de rojo-verde (A) y transiciéon de
amarillo-cian (B). El color de la fibrosis se representa
como un punto. En HepaScan, la representacion final
del color se toma de la seleccién de tres zonas identi-
ficadas como fibrosis, de estas se promedian los com-
ponentes LAB para encontrar el color resultante, que
se emplea como mascarilla filtro para cada pixel de la
imagen. Con la cuenta de los pixeles que coinciden con
el valor del filtro se calcula la cantidad de fibrosis.!”

El objetivo del presente estudio fue correlacionar la
cuantificacion de FH mediante HepaScan con la eva-
luacion cualitativa realizada por el patdlogo: sin
fibrosis, leve, moderada y severa. Se validé como una
herramienta cuantitativa complementaria.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio piloto observacional, analitico,
transversal, prospectivo y prolectivo. En forma aleatoria se
analizaron cortes histologicos de higado de 51 personas
fallecidas, 29 personas por hepatopatias crénicas y 22 por
otras causas (controles), atendidas en el Hospital General
de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Se realizaron cortes
histopatoldgicos hepaticos tefiidos con la técnica de
Masson. Cada corte se fotografio con un microscopio
oOptico Carl Zeiss Axiostar, con un objetivo 5x y una camara
Canon Power Shot A640 de 10 megapixeles con un lente
4x. Se tomaron entre cinco y 15 imagenes por corte his-
topatoldgico. Las unidades de medida en este estudio
fueron cada una de las imagenes fotogréficas, obtenidas
al mismo aumento y por el mismo especialista.
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Diagnostico histopatoldogico

Cada imagen con FH fue evaluada en forma cegada
e independiente por tres patélogos del Hospital
General de México “Dr. Eduardo Liceaga” con al
menos 20 afios de antigiedad como especialistas,
conforme a los criterios descritos en la Tabla 1. Se
tomé como diagnéstico final el de mayor concordan-
cia. Cuando ningun evaluador coincidié en el diagnds-
tico, se convocd a un cuarto para obtener dos de
cuatro concordancias. La evaluacién cualitativa histo-
patologica se categorizd de la siguiente forma: sin
fibrosis, fibrosis leve, moderada y severa.

Cuantificacion computarizada de fibrosis
con HepaScan

Se utilizd HepaScan para cuantificar el porcentaje
de fibrosis (PF) en cada imagen de los cortes histo-
patoldgicos, proceso realizado por un especialista en
ingenieria biomédica con experiencia de cinco afos
en la identificacion de fibrosis en cortes histopatold-
gicos. El algoritmo del HepaScan binariza la imagen
en escala de grises y la segmenta en sus respectivas
componentes en el espacio de color LAB referido.”
El especialista selecciond tres zonas de la imagen
que correspondieron a fibrosis, en una ventana emer-
gente amplificé cada zona para una mejor seleccion,
promediando los componentes de LAB y agregando
tres veces el valor de la desviacion estandar en la
distribucion de color de estas zonas. Con lo anterior
se formd una mascarilla de color que se utilizo para
identificar los pixeles de la imagen dentro del rango
de valores de la mascarilla, los cuales fueron cuanti-
ficados para calcular el porcentaje de estos respecto
a la imagen original, que corresponde al PF. En la
Figura 1 se muestra la interfaz del usuario para el
modulo de calculo de fibrosis.

Analisis estadistico

Se realizé estadistica descriptiva. Se estimé la con-
cordancia entre los tres evaluadores mediante coefi-
ciente kappa de Cohen-Fleiss, en relacion con la
estratificacion de la gravedad de la fibrosis. La cuan-
tificacion del PF se contrasté con el diagndstico his-
topatoldgico mediante andlisis de la varianza y la
prueba post hoc correspondiente. Se utilizd el coefi-
ciente de correlacion de Spearman para contrastar la
variable PF y el grado de fibrosis emitido por los

Criterios diagndsticos de fibrosis utilizado en la
evaluacioén histologica

Ausencia de Sin fibrosis
fibrosis
Fibrosis leve Fibrosis incipiente, sin formacion de nédulos

bien definidos

Fibrosis moderada Fibrosis moderada, con formacioén de

nodulos de paredes incompletas

Fibrosis severa Fibrosis abundante, nédulos bien definidos y

total destruccion del parénguima hepatico
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Concordancia de la evaluacion histopatoldgica en cada
grupo de gravedad de la fibrosis hepatica.

patdlogos. Se considerd que hubo diferencias esta-
disticamente significativas con p < 0.05. Se constru-
yeron curvas ROC (receiver operating characteristic)
para determinar el punto de corte del PF en el que se
alcanzaron simultaneamente la sensibilidad y especi-
ficidad mas elevadas para relacionar los diferentes
grupos de diagndstico. Se utilizaron los programas
SPSS version 26 (IBM, Chicago, lllinois, Estados
Unidos) y R version 3.5.1.

Resultados

Fueron analizadas 651 imagenes en total con el
programa HepaScan, 401 del grupo con algun
grado de FH (29 personas fallecidas por hepatopatia
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Interfaz del usuario de HepaScan para la cuantificacion del porcentaje de fibrosis (PF). El programa comienza con la solicitud de la
imagen por analizar; posteriormente, se requiere que el usuario, un observador experimentado, seleccione tres diferentes zonas correspondien-
tes a fibrosis hepatica en una ventana emergente que permite la amplificacion de la imagen. Las tres zonas deben representar variaciones visua-
les en las caracteristicas de color, iluminacion y definicion presentes en la imagen. Una vez realizada la seleccion, en la interfaz del HepaScan
se presenta la segmentacion propia de la discriminacion de fibrosis sobre la imagen original, bajo el titulo Segmentacion, ademds se despliega
el PF bajo la imagen. En el recuadro Rango de Seleccion, opcionalmente se puede modificar el valor del filtro de color con una tolerancia a
seleccionar con la barra Tolerancia. La segmentacion y discriminacion con este nuevo valor del filtro de color se activa al seleccionar el boton
Actualizar imagen. La imagen actualizada se despliega del lado derecho de la imagen de segmentacion bajo el titulo Imagen actualizada y el
PF correspondiente a esta discriminacion se despliega abajo. Complementariamente, en la parte inferior de la interfaz, se muestra la imagen
original, la imagen con las zonas de fibrosis seleccionadas y la imagen con el tejido que no fue discriminado. En el recuadro Opciones se pue-
den seleccionar, con fines de comparacion, diferentes imagenes del procesamiento, las cuales son desplegadas en una pantalla emergente.

cronica) y 250 del grupo control (22 personas falleci-
das por otras causas).

Diagnéstico histopatologico

En las imagenes de los casos se observaron los
siguientes porcentajes de gravedad de la fibrosis:
15.2 % leve, 20.7 % moderada y 64.1 % severa. El
nivel de concordancia en las evaluaciones se muestra
en la Figura 2. La concordancia global interobserva-
dor tuvo un indice kappa de 0.329. La concordancia
obtenida de los diagndsticos histopatolégicos para
cada grupo de gravedad de la fibrosis se resume en
la Tabla 2.

Cuantificacion del porcentaje de fibrosis
con HepaScan

En la Figura 3 aparecen imagenes de
cada grupo diagndstico (sin fibrosis, fibrosis leve,

moderada y severa) acompafnadas de su cuantifica-
cion mediante HepaScan. Los porcentajes de fibrosis
en cada grupo de diagndstico se muestran en la
Tabla 2. En la Figura 4 se observa la distribucién del
PF en cada grupo de diagndstico.

Analisis comparativo

El andlisis de la varianza entre los cuatro grupos de
diagndstico (grupo control y tres con distintos niveles
de gravedad de la fibrosis) mostrd diferencias esta-
disticamente significativas (p < 0.0001). La prueba
post hoc de Games-Howel (por falta de homocedas-
ticidad) evidencid diferencias entre los grupos
(p < 0.0001). Se evidencié una fuerte correlacion
entre el PF y el diagndstico por los patélogos (coefi-
ciente de correlacion de Spearman = 0.9, p < 0.0001).

En la Figura 5 se muestran las curvas ROC (receiver
operating characteristic) para discriminar entre los
diferentes grupos de diagndstico. Las areas bajo las
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Diagrama de caja y bigote para el porcentaje de fibrosis
evaluado mediante HepaScan en cada grupo de gravedad de la fibro-
sis hepadtica. Se muestran los valores atipicos considerados internos.

curvas ROC (AUROC) en cada grupo de fibrosis fueron
las siguientes: 0.983 en leve, con 3.2 % como el mejor
valor de corte para PF, con sensibilidad de 95 % vy
especificidad de 96 %; 0.812 en moderada, con 10.0 %
como el mejor valor de corte para PF, con sensibilidad
de 80 % y especificidad de 64 %; y 0.895 en severa,
con 17.15 % como el mejor valor de corte de PF, con
sensibilidad de 89 % y especificidad de 80 %.

Concordancia entre evaluadores de la fibrosis hepatica
por patologia y el contraste con el analisis cuantitativo mediante
HepaScan

Ausente 100 100 100 250 1.0+£09
Leve 41.0 55.7 K3 61 8.7+37
Moderada 10.8 75.9 13.3 83 145+ 6.0
Severa 51.4 44.7 3.9 257 28.0+£9.4

*3/3 indica concordancia perfecta; 2/3, concordancia de al menos dos de tres
observadores; 2/4, concordancia de al menos dos de cuatro observadores, cuando
hubo discordancia completa inicial entre los tres primeros observadores

**Total = 651.

PF: porcentaje promedio de fibrosis; DE: desviacién estandar.

Discusion

La FH es una causa importante de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo." La biopsia hepatica
tiene funciones diagndsticas, clasificatorias, prondsti-
cas y de seguimiento en enfermos con fibrosis.’® Aun
cuando la biopsia hepatica ha sido considerada como
el estandar de oro para su evaluacion, existen opinio-
nes contrarias debido a sus riegos, limitaciones y
subjetividad para evaluar el PF,®'® o cual ha sido
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Curvas ROC para el porcentaje de fibrosis evaluado
mediante HepaScan en cada grupo de gravedad de la fibrosis
hepatica.

corroborado en nuestro estudio por la baja concor-
dancia interobservador (indice kappa de 0.329), lo que
evidencia un problema como prueba diagndstica.

Las pruebas no invasivas para el diagndstico de FH
no han sustituido totalmente a la biopsia, pero es clara
la tendencia de reducir la necesidad de realizarla,® si
bien tienen limitaciones importantes. Existen enfoques
novedosos y de vanguardia?®?' como las técnicas de
imagen de ultrasonografia, tomografia computarizada y
resonancia magnética."?? La elastografia transitoria ha
tenido una aplicacion clinica creciente, aunque existen
limitaciones dependiendo del método de uso.2%%*

También se han desarrollado marcadores bioquimi-
cos y moleculares.?2¢ Aunque ninguna modalidad no
invasiva tiene la precisién que posee el estudio his-
topatoldgico para la estratificacion de FH, algunas
muestran una buena aproximacion.??” Existen pocos
métodos cuantitativos para robustecer los resultados
cualitativos acerca de la presencia de FH en estudios
de histopatologia. El calculo del PF con HepaScan
aumentd progresivamente conforme la fibrosis aumen-
taba de leve a severa. Entre los cuatro grupos de
diagnéstico hubo diferencias significativas. Se docu-
mentd una fuerte correlacion entre el PF medido por
HepaScan con la gravedad de la fibrosis detectada
por los patdlogos (rho = 0.9 y p < 0.0001).

El desempefio de HepaScan para cuantificar FH y
relacionarla con los tres grupos de gravedad fue ele-
vado en todos los casos. En el grupo de fibrosis leve
(AUROC = 0.983) se obtuvo la mayor sensibilidad
(95 %) y especificidad (96 %); en contraste con la baja

discriminacion por parte de los patélogos para evaluar
este grupo. La relacién del PF con el grupo de fibrosis
moderada fue buena (AUROC = 0.812), con sensibi-
lidad de 80 % y especificidad de 64 %, lo que repre-
senta una gran ventaja dado que este grupo fue el
que mostrd la mas baja concordancia para un diag-
nostico 3/3 por patélogos y que en 89 % de los casos
al menos uno de los diagndsticos histopatoldgicos no
concordo. Existi6 mayor concordancia al diagnosticar
fibrosis severa, corroborada por el PF para este grupo
de diagndstico (AUROC = 0.895), con sensibilidad de
89 % y especificidad de 80 %. No existen estudios
para contrastar estos resultados.

Existe necesidad de métodos cuantitativos para
coadyuvar en la evaluacion histopatoldgica, la cual
depende de la experiencia del observador y para la
que no hay criterios de estandarizacién. Estos méto-
dos deben relacionarse con parametros clinicos, bio-
quimicos y moleculares de dafio hepdtico, de tal
forma que caractericen la progresion o regresion de
la enfermedad y demuestren su utilidad en el diag-
ndstico, en mostrar la eficacia de los tratamientos y
en mejorar el prondstico de los pacientes.

Las principales limitaciones de este estudio piloto
consistieron en el tamafio de muestra y que no se
incluyeron mas enfermedades que causan FH (no
solo las asociadas al consumo de alcohol).

Se cumplié con el objetivo de validar el algoritmo
del HepaScan para la cuantificacion de la FH, con la
cual se complementaria la evaluacién cualitativa rea-
lizada por patélogos.

Conclusiones

Este estudio permiti6 evidenciar la utilidad de
HepaScan como una herramienta para evaluar cuan-
titativamente la FH en cortes histopatolégicos y dis-
criminar con alta confiabilidad entre la ausencia de
fibrosis y los grupos con fibrosis leve, moderada y
severa, y entre ellos mismos. Serd necesario desa-
rrollar un estudio para relacionar esta cuantificacion
de FH con HepaScan, con marcadores clinicos, bio-
quimicos y moleculares, para posicionar el uso com-
plementario de este programa en el diagnéstico de
FH, de tal forma que permita determinar la progresion
0 regresion de la enfermedad.
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