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A A MATERIAL Y METODOS

A.1) MATERIAL

El anilisis de la actividad prolil-hidro-
xilasa en tejido hepltico y de la concentracién
sérica del péptido aminpterminal del procolége-
no tipo 1II, se efectuaron en 60 pacientes alco-
hélicos crénicos ingresados en la Unidad de He-
patologfa del Hospital Clfnico y Provincial de
Barcelona. Todos estos pacientes ingerfan més
de 120 gramos de alcohol puro al dia (la inges-
ta oscilb entre 121 y 250 g/dia) por un perio-
do superior a 5 afios. Cuarenta eran varones con
una edad media de 42,7 ¥ 8,1 y 20 mujeres con
una edad media de 49,9 + 11 afios. Todos los pa-
cientes tenfan una funcién’renal normal y no re-
cibfan ningln tratamiento en el momento de ser

incluidos en el estudio.

1. OBTENCION DE LA MUESTRA DE TEJIDO HEPATICO.

A todos los pacientes se les practicé una
puncién biopsia hepitica percuténea con una agu-
ja de Tru-cut, obteniéndose un fragmento de 20
mm y de 20-23 mg de peso himedo. El espécimen

fue dividido mediante un corte transversal en
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dos fragmentos de dos tercios y un tercio res-
pectivamente. El primero de estos fragmentos
fue introducido en formol al 4% y procesado pa-
ra el anflisis histolégico. El fragmento menor
fue introducido en un tubo de Nunc y éste en un
medio de transporte conteniéndo nieve carbéni-
ca para evitar una disminucién de la actividad
de la prolil-hidroxilasa (PH-asa) en el tejido
obtenido. El1 tubo de Nunc fue trasladado en el
medio citado a un contenedor de nitrégeno l{qui-
do donde permanecié hasta el momento de reali-
zar el ensayo que se practicd antes de transcu-

rridos 12 meses.

2. OBTENCION DE LA MUESTRA DE SUERO.

El mismo dia que se practicé la bibpsia
hepitica se extrajeron 10 ml de sangre a 53 de
estos pacientes. Tras centrifugacién de esta
muestra sanguinea se obtuvo el suero que fue
congelado a ~202 C hasta el momento de la deter-
minacién del péptido aminoterminal del procoli-
geno tipo III (P-III-P) que se efectud antes de

transcurridos seis meses.
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A.2) METODOS

1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDRO-
XILASA EN EL TEJIDO HEPATICO.

1.1. FUNDAMENTO.

La prolil-hidroxilasa cataliza la hidro-
xilacién de ciertos residuos de prolina en hi-
droxiprélina. La prolina como aminodcido libre
no constituye un sustrato y para que la reaccién
de hidroxilacién tenga lugar la prolina debe es-
tar incorporada en cadenas polipeptfdicas rela~-
tivamente grandes. Existen dos tipos de prolil-
hidroxilasa, la 3 prolil-hidroxilasa que hidro-
xila el carbono 3 del anillo de prolina y la 4
prolil-hidroxilasa (la m&s abundante en el hf-
gado) que hidroxila el carbono 4.

La determinacién de la actividad prolil-’
hidroxilasa hepAtica en nuestro estudio se efec-
tué mediante la técnica de Hutton (95) modifica-
da por McGee (242), que utiliza como sustrato
prolina tritiada en posicién 3 y 4 unida a una
cadena larga de aminoécidos. La hidroxilécién de
un mol de prolina en hidroxiprolina comporta el

desplazamiento de un 4tomo de hidrégeno del car-
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bono hidroxilado, que se equilibra con el agua
del medio, dando lugar a la formacién de agua
tritiada (fig.6). EL oxigeno atmosférico es la
fuente del &tomo de oxfgeno que se une al car-
bono que se hidroxila de la prolina. El otro
dtomo de ox{geno apérece en el succinato, que

se forma a partir del cAcetoglutarato, un sustra-
to obligado de esta reaccidén. Asi pues la pro-
lil-hidroxilasa es una dioxigenasa. Un aspecto
caracteristico de esta reaccién es la necesidad
de un agente reductor tal como el ascorbato para
mantener el Atomo de hierro de la enzima en for-
ma ferrosa. Cada mol de 3-4 prolina que se hi-
droxila a hidroxiprolina da lugar a la formacién
de un mol de agua tritiada, que una vez destila-
da del medio de incubacién puede cuantificarse

mediante un contador de centelleo.,

1.2. PREPARACION DEL SUSTRATO MARCADO.

La prolina 3-4 tritiada se obtiene coﬁer—
cialmente (Amersham Idternatioﬁal, AE: 40 Ci/mmol)
pero para que sea reconocida por la enzima debe
estar unida a una cadena de aminoicidos. Para
ello se utilizaron 15 embriones de pollo deca-

pitados, de 8-9 dias (15 embriones decapitados
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equivalen a unos 6 gramos), que fueron troceados
y suspendidos en 8,5 ml de un tampén de Krebs-
Ringer modificado, conteniendo NaCl 22 mM, KC1

3 mM, MgSO, 1,2 mM, CaCl, 1,3 mM, KH,PO, 0,4 mM,
NaHCO3 25 mM y chlucosa 10 mM, al que se afia-
dié 1 mM de X-& -dipiridilo y 500 pCi de proli-
na 3-4 tritiada. Se procedid entonces a una in-
cubacién aerébica de la mezcla en un bafioc meta-
bélico oscilante a 372 C durante 90 minutos. A
continuacién el homogeneizado se centrifugb a

42 C y 3.500 x g durante 40 minutos desechéndo-
se el sobrenadante. El precipitado obtenido se
resuspendid en 10 ml de &cido acético 0,5 N du-
rante 90 minutos a 42 C y se agitd suavemente
“con objeto de solubilizar y extraer el sustrato
marcado. Luego se centrifugd a 42 C y 3.500 x g
durante 40 minutos y se recogid el sobrenadante.
Con el fin de obtener el miximo sustrato marcado
el precipitado se resﬁspendié de nuevo en &cido
acético y se procesd de la misma manera. El 1{i-
‘quido obtenido en cada una de las dos extraccio-
nes, conteniendo prolina libre y prolina unida

a cadenas de aminoicidos de embrién de pollo, se
dializé en frio durante 18 horas efectuando 3 cam-

bios de agua con objeto de eliminar del medio la
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prolina no incorporada al sustrato. La figura
(7) indica el rendimiento de la diflisis tras

1 o 2 extracciones pudiéndose observar que en
ambos casos fue similar. Se comprob$ que a par-
tir de 12 horas de di&lisis, la eliminacién de
la prolina libre del dializado era méxima lle-
gando al equilibrio.

Finalizada la di4lisis se mezclaron ambos
dializados y se determindé la actividad especi-
fica del sustrato marcado obtenida que fue de
6,05x106 dpm/mg de protefna. Las protefnas del
medio fueron determinadas por el método de Low-
ry (261). Los 110 ml de dializado fueron repar- -
tidos en alfcuotas de 1,6 ml y congeladas a
" =209C hasta su posterior utilizacién en cada en
.ensayo.

1.3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXILASA"
EN TEJIDO HEPATICO.

Poco antes de la realizacién del ensayo
las muestras de tejido hep&tico que se. conser-
vaban en nitrégeno lfquido se descongelaron ,

a temperatura ambiente, y se pesaron en hfmedo
en una balanza de precisién (Mettler H43). A

continuacién se realizb el ensayo cuyos pasos
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fundamentales fueron:

1.3.1. HOMOGENEIZACION,

La muestra de tejido hepitico se homogenei-
26 con un émbolo de teflén Elvehem-Potter. Las
caracterfsticas de la homogeneizacién fueron:
diémetro 7,82 mm, aclaramiento 11-15 mm, tempe-
ratura 0-49C y el némero de descensos del émbolo
10. La relacién peso de la muestra/volumen del
medio de homogeneizacién utilizada fue de 7 mg/
0,5 ml, E1 tampén de homogeneizacién utilizado
fue Tris-HCl 0,05 M a pH 7,2 conteniendo Saca-
rosa 0,25 M, Etilendiaminotetraacetato-disédico
(EDTA) 10_5 M, Dithiotreitol 10_3 M, Fluoruro
de fenil-metil-sulfona (PMSF) 50 pg/ml y Triton
X=-100 0,1%. E1 PMSF se disolvi$ previamente en
propanol-2, El tampén de homogeneizacibn se pre-
pard inmediatamente antes de realizar cada expe-
riencia. El homogeneizado se centrifugé a 40C
y 500 x g durante 5 minutos y se recogib el so-
brenadante. Se guardé una muestra del homogenei-
zado para la determinacién posterior de la con-

centracibén de protefnas.
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1.3.2., INCUBACION,

La incubacién del homogeneizado hepético
se llevé a cabo-inmediatamente después de la
homogeneizacién del tejido hepitico para evitar
la pérdida de actividad enzimAtica. El volumen
de la reaccidn de incubacién fue de 1 ml, com-
puesto de 0,1 ml de homogeneizado hep&tico, 0,1
ml del sustrato‘marcado (previamente calentado
a 309C durante 15 minutos) y 0,8 ml de tampdén
de incubacién. El tampén de incubacién fue Tris-
HC1l a pH 7,2 conteniendo Sulfato ambénico ferroso

1 mM, AlbUmina sérica bovina (BSA) desnaturali-
zada 2 g/1l, Catalasa 0,4 g/l,d -cetoglutarato

2 mM , Dithiotreitol 0,1 mM y finalmente Ascor-
bato sédico 50 mM. E1 ascorbato sédico fue el
Gltimo componente afiadido para evitar su oxida-
cibén,

la reaccidbén de incubacién se realizb por
duplicado, en un incubador metabélico oscilante
a temperatura constante de 302C y durante 30 mi-
nutos. La reaccidén se detuvo tras afadir 0,1 ml
de tricloracético al 50% en frio a cada alfcuo-
ta. Tras una ligera agitacién las alfcuotas se
mantuvieron en repésd durante 5 minutos a una

temperatura de &4°C., Posteriormente fueron cen-



-142-

trifugadas a 42C y 3.000 x g durante diez minu-
tos. Tras este proceso se recogié el sobrenadan-

te.

1.3.3. DESTILAGION.

El sobrenadante fue destilado en un des-
tilador acoplado a una bomba de vacio para evi-
tar que la temperatura de ebullicién fuese su-
perior a 602C. El rendimiento obtenido fue del
90%.

1.3.4. RESULTADO.

En cada ensayo se incluyeron dos blancos
en los que el homogeneizado hepdtico (0,1 ml)
fue sustituido por tampén de homogeneizacién.

La radioactividad presehte en el agua des~-
tilada de cada ensayo se yaloré mediante un con-
tador de centelleo lfquido (Intertecnique, Comp~-
teur a Scintillation liquide SL 4000), expresan-
do el resultado en cpm/mg de proteina del homo-
geneizado previa sustraccién de las cpm de los
blancos. Las proteinas se determinaron por el

método de Lowry (261).
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1.4. VALIDACION DEL METODO.

La linearidad del ensayo y la cinética de
incubacién se determinaron en fragmentos de te-
jido hepético obtenidos mediante puncién percu-
ténea inmediatamente después del fallecimiento
en un paciente afecto de una hepatopatfa alco-
hélica.

1.4.1. LINEARIDAD DEL ENSAYO.

Con objeto de analizar si cantidades cre-
cientes de prolil-hidroxilasa daban lugar a la
formacidn proporcional de cantidades crecientes
de agua tritiada se efectud un ensayo de linea-’
ridad. Se obtuvo una buena relacién lineal entre
éantidades crecientes (25,50,100,150,y~200‘p1)
del homogeneizado de tejido hepAtico y las cpm
obtenidas}en.el destilado. Cada uno de los pun~
tos se efectué por triplicado. Los resultados
estin expresados como la media y la desviacién
standard de cada uno de ellos (fig.8). ELl coe-’
ficiente de variacién de los triplicados oscilé
entre el 3,037% y el 9,3%.

1.4.2. CINETICA DE INCUBACION.

Para comprobar que la reaccibn enzimitica.
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LINEARIDAD DE LA DETERMINACION DE LA PROLIL-HIDROXILASA
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fuese lineal en el periodo de tiempo de incuba-
cibén utilizado en el ensayo, se determiné la
actividad prolil-hidroxilasa de una misma mues-
tra de homogeneizado hepitico a tiempos de in-
cubacién progresivamente crecientes (0,5,6,7,8,
9,60y 90 minutos) (fig.9). Cada punto se deter-
miné por triplicado y el coeficiente de variacién
de los triplicados oscild entre 2,9% y 12,1%.

El ensayo mantuvo la linearidad en el periodo

de tiempo estudiado,

1.4.3. CONSERVACION DEL SUSTRATO MARCADO.

Con el fin de determinar si la congelacién
y descongelacién del sustrato marcado afecta a
la reaccibn enzimAtica, se determiné la activi-
dad prolil-hidroxilasa de una muestra hepética,
con un sustrato marcado recién obtenido y se re-
pitié la determinacién en la misma muestra con
el mismo sustrato tras su congelacién durante .
~una semana. La experiencia se realizé por tri-
plicado, obteniéndose valores similares en las
dos determinaciones (200 f 18 frente a 189 f
19,8 cpm/mg).
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1.4.4. PRECISION.

1.4.4.1, INTRAENSAYO.

Se determiné simultaneamente la actividad
prolil-hidroxilasa de una misma muestra de te-
jido hepético de rata 10 veces, obteniéndose un
coeficiente de variacién de 6,7% (X f SD) (688 f‘
46 cpm/mg) (tabla VII).

1.4.4.2. INTERENSAYO.

Previamente al inicio de los ensayos para
la determinacién. de la actividad prolil-hidro-
xilasa hepltica se sacrificéd una rata, cuyo hi-
gado fue dividido en fragmentos que oscilaron
entre 7 y 10 mg de peso y que fueron congelados
en nitrbgeno lfquido. El coeficiente de varia-
cién de la actividad prolil-hidroxilasa en 10
ensayos efectuados a lo largo de un afio fue de
15,8% (X T sp) (503,4 * 79,9 ng/ml) (tabla VIII).

Como control en cada uno de los ensayos
efectuados en tejido hepdtico humano se utili-

zaron fragmentos del hfgado de esta misma rata.
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TABLA VII

REPRODUCTIBILIDAD INTRAENSAYO

cpm/mg
Muestra 1 733,3
Muestra 2 756,6
Muestra 3 730
Muestra 4 653
Muestra 5 666,6
Muestra 6 633
Muestra 7 720
Muestra 8 720
Muestra 9 666,6
Muestra 10 640

(XESD) 688%46

Coeficiente de variaciébn: 6,7%

Reproductibilidad intraensayo. Valores de acti-
vidad prolil-hidroxilasa en tejido hep&tico de

una misma rata efectuados por decuplicado.
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TABLA VIII

REPRODUCTIBILIDAD INTERENSAYO

cpm/mg
Muestra 1 658
Muestra 2 420
Muestra 3 509
Muestra 4 467
Muestra 5 430
Muestra 6 525
Muestra 7 522
Muestra 8 413
Muestra 9 484
Muestra 10 606

(xftsp) 503,4%79,9

Coeficiente de variacibén: 15,8%

Reproductibilidad interensayo. Valores de acti=-
vidad prolil-hidroxilasa en tejido hepitico de
una misma rata en 10 ensayos sucesivos efectua-

dos en el transcurso de un afo.
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2. DETERMINACION SERICA DEL PEPTIDO AMINOTERMI-
NAL DEL PROCOLAGENO TIPO III (P-III-P).

2.1, RADIOINMUNOANALISIS.

La determinacién en suero del péptido ami~-
noterminal del procoligeno tipo III (P~III-P)
se efectué utilizando un kit de radioinmunoani-
lisis (Calbiochem-Berhing-Corp.). Esta técnica
basicamente consiste en un radioinmﬁnoanélisis
de no equilibrio con una primera incubacién del
antfgeno frio y el anticuerpo de 24 horas, se-
guida de una segunda incubacién de 2 horas con
el antfgeno marcado. La separacién de las. fases
libre y ligéda al anticuerpo se realizdé por el
método del segundo anticuerpo. Este se éﬁadié
al medio de incubacién y después de una incuba-
cibén de 20 minutos se centrifugd a 1.500 x g
durante otros 20 minutos, para precipitar la fa-
se ligada al anticuerpo. Seguidamente se décanté
el sobrenadante con la fase libre y se contd el
precipitado en un contador de centelleo sélido
(Abbott ANSR Modelo 70403). Todo el proceso se
realizé a 42 C, ' - ‘

La casa comercial del kit recomienda prac-

ticar sistemAticamente varios puntos de dilucién
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de cada suero problema y utilizar como fiables
unicamente aquellos valores de dilucién préximos
al B, (B/By al 50%) de la curva patrén, ya que
las curvas de dilucién de las muestras problema
no son paralelas a la curva patrén.

En la presente tesis Doctoral se ha intro-
ducido una modificacién de la técnica anterior
afiadiéndo un lavado del precipitado con agua des-~
tilada después de la centrifugacién, procediendo
luego a centrifugarlo de nuevo. Con esta modifi-
cacibén, el ligado inespecffico disminuye y las
curvas de dilucidén de las muestras problema re-
sultan paralelas a la curva patrén (fig.10).

A pesar de esta modificacibén, en nuestro
estudio, no pudo evitarse la préctica de dilu-
ciones sistemiticas en los sueros problema. Ello
fue debido a que la concentracién sérica de -
P~III-P en el grupo de pacientes hepatépétas~es—
tudiados fue a menudo elevada y por tanto dichas
concentraciones ne quedaban inctuidas en las del
intervalo de la curva patrén. En cada suero pro-

blema se efectuaron cuatro puntos de diluciém.,
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2.2. VALIDACION DEL METODO.
2.2.1. PRECISION..

2.2.1.1. INTRAENSAYO.

Se realizaron simultfneamente diez deterxr-
minaciones de dos sueros humanos, uno proceden-
te de un paciente con un hfgado normal y otro
procedente de un hepatépata. Los valores de
P-III-P fueron (X * SD) (7,38 + 0,30 ng/ml vy
34,9 * 3,21 ng/ml, respectivamente). El coefi-
ciente de variacién oscild entre 4,067 y 9,19%
respectivamente (tabla IX)..

2.2.1.2. INTERENSAYO.

Sé utilizaron alfcuotas de un suero huma-
no, conservadas a ~202 C durante seis meses. En
diez ensayos sucesivos se incluyé una de dichas
alfcuotas, obteniéndose un coeficiente de varia-
cibén del 11% (X=14,76 + 1,72 ng/ml) (tabla X).

2.2.2. SENSIBILIDAD.
La sensibilidad del método se calculé co-
mo la mfnima concentracién de patrdén que se dis-

tinguid dos desviaciones standard del patrén 'O



TABLA IX

REPRODUCTIBILIDAD INTRAENSAYO

A | B

ng/ml . ng/ml
Muestra 1 8 Muestra 1 34
Muestra 2 7,52 Muestra 2 36
Muestra 3 7,5 Muestra 3 36
Muestra 4 7,04 Muestra 4 30
Muestra 5 7,2 Mﬁestra 5 36
Muestra 6 7,5 Muestra 6 33
Muestra 7 7,04 Muestra 7 36
Muestra 8 7,5 Muestra 8 32
'Muestra 9 7,5 - Muestra 9 42
Muestra 10 7,04 Muestra 10 34
x T sp: 7,38 ¥ 0,3 | 34,9 £ 3,2
Coeficiente : ,
de variacién: 4,06% 9,19%

Reproductibilidad intraensayo. Valores de P-III-P
sérico en dos pacientes (A) normal (B) hepatépata.
El ensayo se efectub diez veces en cada uno de los

dos sueros.
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TABLA X

REPRODUCTIBILIDAD INTERENSAYO

ng/ml
Muestra 1 16
Muestra 2 13
Muestra 3 12,3
Muestra & 12,8
Muestra 5 17,6
Muestra 6 14,4
Muestra 7 16
Muestra 8 14,2
Muestra 9 16,2
Muestra 10 15,1
x I sp 14,76 £ 1,72
Coeficiente
de variacién: 11%

Reproductibilidad interensayo. Valores de P-III-P -
sérico en el suero de un mismo paciente en 10 en-

sayos sucesivos.
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y fue de 0,23 ng/ml.

2.2.3. EXACTITUD.

La exactitud del ensayo se estudié deter-
minando el porcentaje de recuperacién (296) de
una muestra de suero de concentracién conocida
(34,2 ng/ml) a la que se afiadié una determinada
cantidad de patrén (16 ng/ml). Este porcentaje

de recuperacién fue del 100,4%.
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3. ANALISIS HISTOLOGICO DE LA BIOPSIA HEPATICA.

3.1. DIAGNOSTICO HISTOLOGICO.

Para el anllisis histolégico se utiliza-
ron dos tercios dél especimen de la biopsia he-
pitica obtenida en cada paciente. Todas las biop-
sias fueron fi jadas en formol al 4% y posterior-
mente inclufdas en parafina. Los especimenes se
cortaron en secciomnes de 5 ﬁicras de grosor y
fueron tefiidos con hemetoxilina y eosina, reti-
culina y tricrbémico de Masson. Las biopsias fue-
ron examinadas bajo cédigo por un mismo obser-
vador y se clasificaron en las siguientes cate-
gorias: 1),'Higado normal o cambios minimos ines~
pecfficos, 2). Esteatosis, cuando se apreciaron
mﬁltiplés vacuolas graSas sobre un hfgado de ar-
quitectura normal, 3). Fibrosis, cuando se obser-
varon grados variables de fibrosis portal con o
sin vacuolas grasas, 4). Hepatitis alcohélica,
si habfan focos de necrosis celular e infiltra-
cibén polinuclear. La presencia de hialina de Ma-
llory no se considerd indispensable para el diag-
néstico, y 5). Cirrosis hepitica, cuando se ob-
servaron nédulos de regeneracién rodeados por

tractos fibrosos.
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3.2, INTENSIDAD DE LA FIBROSIS.

En todas las biopsias se establecié una
gradacién de la fibrosis de 0 a 3 + examinando
las preparaciones tefiidas con tricrémico de Ma-
sson. El grado O se aplicéd cuando no existia
£ibrosis, una + cuando existfa una moderada es-
clerosis portal, dos + si se observé$ una prolon~-
gacién de los espacios porta hacia el parénqui-
ma en forma de tractos fibrosos, y tres + cuan-
do existfan septos conectivos que unfan espacios
porta entre sf{ o con &reas centrolobulillares

y cuando habfa una cirrosis.

3.3. OTRAS ﬁETERACIONES HiSTOLOGICAS.

En las biopsias de los pacientes sin ci-
rrosis:hépética,‘se analizd la presencia de fi-
brosis sinusoidal, 1ipocitds, hialina de Mallo-
ry, necrosis lobulillar, portitis, esteéatosis v

colestasis tisular.
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4, CALCULO ESTADISTICO.

Los cllculos se realizaron en un computa-
dor Hewlett-Packard 9845 B (Hewlett-?ackard Com~
puter Division. 3404 East Harmony Road, Fort Co-
1lins, Colorado 80525) especialmente programado
para la resolucién de problemas estadfsticos.
Los tests utilizados han sido obtenidos de la
referencia (2§7).

Para la comparacién de dos proporciones
se utilizé el método de la X2 (tablas 2 x 2)
con la correccibén de Yates si alguno de los efec-
tivos calculados fue inferior a 5 y el test de
Fisher cuando alguno de los efectivos calculados
fue inferiof a 3. .

En la comparacién de dos.medias se compro-
b6 primero su distribucién normal mediante el
test de Kolgomorov y la igualdad de variancias
mediante el coeficiente de Snedecor. Al no cum-
plirse las condiciones de aplicacién de la ley
de Student-Fisher se emplearon-tests no paramé-
tricos, el test de Mann~Whitney para datos in-
dependientes y el test de Wilcoxon para datos
apareados.

En la comparacién de un carfcter cuanti-

tativo con un caricter cualitativo con mis de
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dos categorfas contfnuas se empled el test de
Kruskal-Wallis.,

El estudio de la relacién entre dos varia-
bles cuantitativas se realizé mediante el cllcu-~
lo del Coeficiente de Regresién,

La sensibilidad se definié como el porcen-
taje de positivos entre los que tenfan enferme-
dad. La especificidad como porcentaje de negati-
vos entre los que no la tenfan y la precisién
diagnéstica como el porcentaje de resultados

verdaderos.
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B) . RESULTADOS

1. ANALISIS HISTOLOGICO DE LA BIOPSIA HEPATICA
EN LA HEPATOPATIA ALCOHOLICA.

1.1, DIAGNOSTICO HISTOLOGICO.

Los criterios histolégicos definidos ante=-
riormente permitieron claéifiqar a los 60 pacien:
tes alcohdlicos crénicos en seis grupos. ELl primer
grupo estuvo constitufdo por 7 pacientes (11,7%)
con un hfgado histolégicamente normal. Seis pa-
cientes (10%) tenfan uha esteatosis hepltica. En
10 pacientes (16,6%) el andlisis histolégico de-
mostré la existencia de una fibrosis con mayor o
menor grado de esteatosis. Doce pacientes (20%)
cumplfan los criterios de hepatitis alcohélica
sin cirrosis y en 7 pacientes (11,7%) ademis de
la hepatitis alcohélica habfa una cirrosis hep4-
tica. Finalmente en 18 pacientes (30%) se diag-
nosticéd una cirrosis hepética sin otras anomalias;

La distribucién de‘los'pacientés seglin estos gru-

pos histolégicos se expresa en la tabla XI.

1.2. INTENSIDAD DE 1A FIBROSIS,
La extensién de la fibrosis hepitica fue

valorada intencionadamente segin los criterios
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TABLA XI

DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES SEGUN EL DIAGNOS-
TICO HISTOLOGICO DE- LA BIOPSIA HEPATICA..

N %
Higado histologicamente normal 7 11,7
Esteatosis 6 10
Fibrosis 10 16,6
Hepatitis alcohélica 12 20
Cirrosis con hepatitis alcohélica 7 11,7
Cirrosis 18 30

TOTAL : ' 60 100 %
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ya ekpuestos anteriormente. Este anflisis his-
tolégico de la fibrosis revelé que 10 biopsias
(16,6%) no tenfan fibrosis, 11 biopsias (18,3%)
tenfan fibrosis grado 1, 10 biopsias grado 2

(16,6%) y 29 biopsias (48,3%) fibrosis grado 3.
Estos resultados se encuentran resumidos en la

tabla XII.

1.3. OTRAS ALTERACIONES HISTOLOGICAS.

En aquellos pacientes que no presentaban
cirrosis hepitica se analizé la existencia o no
de otras caracteristicas histolégicas como fi-
brosis sinusoidal, lipocitos, hialina de Mallo-
Ty, necrosié lobulillar, portitis, colestasis
y esteatosis (tabla XIII). En 19 pacientes (54,2%)
existiévfibrosis sinusoidal en la biopsia hepé-‘
tica. Se constaté la existencia de lipocitos en
las biopsias de 12 pacientes (34,3%). En 9 pa-
cientes (25,7%) se evidencid hialina citbplas-‘
mética de Mallory en la biopsia hepAtica. En 20
pacientes (57,1%) existian fenémenos de necrosis
lobulillar. Otros 20 pacientes (57,1%) presen-
taron signos de inflamacién portal y 25 pacien~
tes (71,4%) esteatosis. Sélo 2 pacientes (5,7%)

presentaron signos de colestasis tisular.
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VALORACION HISTOLOGICA DE LA FIBROSIS HEPATICA

Fibrosis
Fibrosis
Fibrosis
Fibrosis

TOTAL

w N = O

N2 pacientes

10
11
10
29

60

o/

16,6
18,3
16,6
48,3

100 %
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TABLA XIII

DIVERSAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS ANALIZA-
DAS EN LA HEPATOPATIA ALCOHOLICA NO CIRROTICA.

No biopsias %
(n=35)

Fibrosis sinusoidal 19 54,2
Lipocitos 12 34,3
Hialina de Mallory 9 25,7
Portitis _ 20 - 57,1
Necrosis lobulillar 20 57,1
Colestasis 2 5,7

Esteatosis ' 25 71,4
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2. ACTIVIDAD PROLIL~ HIDROXILASA (PH-asa) EN TE-
JIDO HEPATICO EN LA HEPATOPATIA ALCOHOLICA.

2.1. VARIACIONES DE LA ACTIVIDAD PROLIL~HIDROXI-
LASA HEPATICA SEGUN EL DIAGNOSTICO HISTOLOGICO.

La actividad prolil-hidroxilasa hepética
de los pacientes alcohbélicos crénicos oscilé en-
tre 229 cpm/mg y 3389 cpm/mg (tabla XIV). En las
biopsias que no tenfan anomalfas hiétolégiCas la
actividad PH-asa fue de 581 t 66 cpm/mg (X * ESM),
en las que tenfan esteatosis como Unica altera-
cibén la actividad fue de 724 % 146 cpm/mg. En las
biopsias con hepatitis alcohélica aislada la ac-
tividad PH-asa fue de 842 T 155 cpm/mg. Los va-
lores mis elevados de actividad prolil-hidroxi-
lasa se obtuviéron en el tejido hepitico que mos-
traba una mayor intensidad de la fibrosis ya que
en las biopsiés diagnosticadas de fibrosis la ac-
tividad PH-asa fue de 1170 F 177 cpm/mg, y en las
diagnosticadas de cirrosis con y sin hepatitis
alcohélica fue de 1158 T 145 cpm/mg y 1133 f‘177
cpm/mg, respectivamente (fig.11).

+ Existieron diferencias estadfsticamente

significativas en los niveles de la actividad PH=-

asa hepltica de las biopsias normales (581 T 66



TABLA X1v. , -167~
Paciente PH-1sa (cpm/me) P-111-? (ng/mli) Diasendstico histolbzico

ne 1 738 15 Hf{gado normal
ne 2 643 11 "

ne 3 595 - ] "

ne &4 270 10 "

n2 s 553 7 "

ne 6 469 - "
ne 7 799 - "

ne 8 303 17 Esteatosis
ne 9 902 - on

ne 10 344 17 "

n2e 11 704 - "
ne 12 848 * 9 "

ne 13 ) 1243 10 "
n? 14 2175 42 Fibrosis
ne 15 2042 18 f
n? 16 995 39 "
ne 17 1026 : 11 "
ne 18 573 13 ) "
ne 19 $47 14 "
ne 20 698 30 "
ng 21 1094 7 "
ne 22 1168 21 "
ne 23 1384 11 "
ne 24 1423 33 Hepatitis Alcohélica
ne 25 360 14 . "
ne 26 762 19 "
ne 27 772 26 "
ne 28 1996 91 i
ne 29 542 15 "
ne 30 1518 34 "
no 31 845 14 "
ne 32 229 14 "
ne 33 708 15 L
ne 34 639 18 - "
ne 35 314 28 "
ne 36 610 29 Cirrosis + H. Alcohélica
ne 37 1763 74 "
ne 38 1249 40 "
ne 39 845 68 "
ne 40 1473 - "
ne 41 - 11462 30 ' "
ng 42 1022 35 "
ne 43 518 19 : Cirrosis
ne 44 873 15 ",
ne 45 482 38 ‘ "
n® 46 893 24 "
ne 47 759 ' 27 , "
ne 48 1180 . 36 "
ne 49 713 20 "
ne 50 ‘ 805 . - 12 "
ne 51 : 2078 24 B "
ne 52 525 34 "
ne 53 1503 - "
ne 54 1156 » - "
ne 55 230 16 1"
no 56 1073 25 o
ne 57 3389 34 "
ne 58 1273 28 ' "
ne S9 2074 . 20 "
2 60 873 18 "
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cpm/mg) con los de las biopsias diagnosticadas
de fibrosis (1170 * 177 cpm/mg, p<£ 0,05), con
la de las biopsias diagnosticadas de cirrosis
aislada (1133 * 177 cpm/mg, p<0,05) y con las
biopsias que ademéds de la cirrosis tenfan una
hepatitis alcohélica (1158 ¥ 145 cpm/mg, p<4 0,01).
Aunque los niveles medios de actividad PH-asa
fueron més elevados en las biopsias con estea-
tosis y con-hepatitis alcohélica sin cirrosis
que en el grupo de.alcohbélicos con hfgado normal,
no se hallaron diferencias significativas.
Considérando como limite superior‘de la
normalidad de actividad PH-asa hepética el més
elevado hallado en el grupo de alcohélicos con
hfigado normal, se pudo establecer que el 33,3%
de las biopsias con hepatitis alcohblica aislada,
el 507 con esteatosis, el 66,6% con cirrosis ais-
lada, el 70% con fibrosis y el 71,4% con cirro-
sis y hepatitis alcohélica tenfan unos ni&eles

de PH-asa hepédtica elevados.

2.2, RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD PROLIL~HIDROXI-~
LASA HEPATICA Y LA INTENSIDAD DE 1A FIBROSIS.
Existibé un incremento progresivo de los va-

lores de la actividad prolil-hidroxilasa en las:
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biopsias a medida que lo hacfa la severidad de

la fibrosis hepdtica. Los 10 pacientes que no
presentaban fibrosis en la biopsia hepéitica tu-
vieron valores de actividad prolil-hidroxilasa
hepdtica de 655 ¥ 90 cpm/mg (X * ESM). Los ni-
veles de actividad prolil-hidroxilasa hepitica

en los 11 pacientes con fibrosis grado 1 fueronm
de 756 * 99, en los 10 pacientes con fibrosis
grado 2 de 983 ¥ 178 cpm/mg y en los 29 pacien-
tes con fibrosis grado 3 , de 1173 % 125 cpm/mg
(fig.12) ( Prueba de Kurskal-Wallis H=8,13,
p<0,05). Estas diferencias fueron debidas fun-
damentalmente a los valores hallados en las biop-
sias con fibrosis muy intensa (grado 3) ya que

se hallaron diferencias significativas cuando se
compararon los niveles de actividad PH;aéa entre
las biopsias con fibrosis grado 3 y fibrosis gra-
do 1 (p< 0,05), y con fibrosis grado 3 y sin £i-
brosis  (p<€0,05).

2.3. RELACION ENTRE ACTIVIDAD PROLIL~-HIDROXILASA
HEPATICA Y OTRAS ALTERACIONES HISTOLOGiCAS.

Se analizé la posible relacién entre los
niveles de actividad de la prolil-hidroxilasa

hepética y otras lesiones histolégicas. No exis-
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tieron diferencias en los niveles de actividad

" hepltica de la prolil-hidroxilasa entre aquellos
pacientes que presentaban fibrosis sinusoidal en
la biopsia hepitica (19 pacientes) y aquellos

que no la presentaban (16 pacientes) (X I ESM)
(887 * 124 frente‘a 870 * 130 cpm/mg). Los pa-
cientes que tenfan lipocitos en la biopsia hepé-
tica (12 pacientes) tampoco tuvieron valores dis=-
tintos de actividad de la enzima frente a aque-
llos que no tenfan (23 pécientes) (884 + 160
frente a 878 * 110 cpm/mg). La existencia de
cuerpos hialinos de Mallory en la biopsia hepi-
tica (9 pacientes) no se acompafi6 de diferencias
en la actividad prolil-hidroxilasa hepética fren-
te a los pacientes alcohblicos que no tenfan es-
ta lesién histolébgica (26 pacientes) (875 T 213
frente a 882 T 96,5 cpm/mg). Tampoco existieron
diferencias significativas en los niveles de ac-
tividad prolil-hidroxilasa hep&tica entre los pa-
cientes que tenfan fenbémenos de necrosis celular
(20 pacientes) y aquellos que no los tenfan (15
pacientes) (851 ¥ 118 frente a 930 ¥ 138 cpm/mg) ,
ni entre los pacientes que tenian’signos de in-
flamacién portal (20 paéientes) y aquellos que
no los tenfan (15 pacientgs) (963 T 116 frente
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766 T 147 cpm/mg), ni tampoco existieron dife-
rencias en los niveles de actividad de esta en-
zima hepltica entre los pacientes que presenta-
ban esteatosis hepltica (25 pacientes) y aque-
llos que no la presentaban (10 pacientes) (3871
t 100 frente a 944 * 194 cpm/mg). En las dos
Biopsias con colestasis tisular los niveles de

PH-asa hepética fueron de 360 y 344 cpm/mg.
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3. CONCENTRACION SERICA DEL PEPTIDO AMINOTERMI-
NAL DEL PROCOLAGENO TIPO III (P-III-P) EN LA
HEPATOPATIA ALCOHOLICA.

Se incluyé en el estudio un grupo control
compuesto po 30 sujetos sanos de edad y sexo
similares al grupo de pacientes alcohbélicos es-
tudiados. Los niveles séricos de P-III-P en es-
te grupo control fueron (X i SD).(Q,S + 2,1
ng/ml) y se establecid como lfmite superior de
normalidad a 13,7 ng/ml que corresponde a la

media mas dos desviaciones standard.

3.1. VARIACIONES DE LA CONCENTRACION SERICA DE
P-III~-P SEGUN EL DIAGNOSTICO HISTOLOGICO.

En 53 de los 60 pacientes incluidos en el
estudio clfnico de esta teéis doctoral, se deter-
mind la concentracién sérica del P-III-P cuyos
valores se detallan en la tabla (XIV). Los va-
~ lores del P-III-P en los pacientes alcohélicos
oscilaron entre 5 y 91 ng/ml. La media.de P-III-P
en los pacientes alcohélicos fue significativa—

mente mds elevada que- la del grupo control
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(X + ESM) (24,3 * 2,3 frente a 9,5 % 0,7 ng/ml,
p 0,01). Cuarenta y dos de los 53 pacientes
(79,3%) alcohblicos presentaron valores elevados
de P-III-P sérico, uno de los cinco pacientes
(20%) con higado histolégicamente normal, dos
de los cuatro pacientes (50%) con esteatosis,
seis de los diez pacientes (60%) con fibrosis,
21 de los 22 pacientes (95,5%) con cirrosis he-
pitica y los 12 pacientes.(loo%) con hepatitis
alcohélica. Los valores séricos de P-III~P fue-
ron analizados de acuerdo con el diagnéstico
histolégico (fig.13). Los cinco pacientes con
hfgado histologicamente normal presentaron va-
lores séricos de P-III-P de (X * ESM) 9,6 + 1,7
ng/ml. Los cuatro pacientes con esteatosis tu~
vieron una concentracién sérica de P-III-P de
13,2+ 1,8 ng/ml, En los diez paéientes con
fibrosis los niveles séricos de P-III-P fueron:
de 20,6 * 3,5 ng/ml. Los doce paciéntes con he-
patitis alcohélica tuvieron valores de P-ITI-P
de 26,7 * 5,7 ng/ml. Los 16 pacientes con ci-
rrosis sola presentaron niveles séricos de
P-III-P de 24,4 ¥ 1,9 ng/ml y los seis pacien-
tes con cirrosisiy hepatitis alcohélica de

46 + 8 ng/ml.
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No existieron diferencias significativas
entre los niveles de P-III-P de los controles
sanos y de los alcohélicos con hfgado normal
(9,5 ¥ 0,7 y 9,6 ¥ 1,7 ng/ml p: ns). Tampoco

se observaron diferencias significativas entre
los niveles de P-II1I-P de los pacientes con es-
teatosis y de los paclentes con fibrosis con

los que tenfan un hfgado normal, aunque la me-
dia de P-III-P de los pacientes con esteatosis
(13,2 = 1,8 né/ml) y con fibrosis (20,6 * 3,5
ng/ml) fue mas elevada; Por el contrario se ob-
- servaron diferencias significativas entre loé
niveles de P-III-P de los pacientes con histolo-
gfa normal y los diagnosticados de hepatitis al=-
cohblica (26,7 £ 5,7 ng/ml p €0,01) cirrosis he-
pitica aislada (24,4 * 1,9 ng/ml p¢0,001) y ci=-.
rrosis con hepatitis alcohblica (4 6 s ng/ml
p¢0,01).

Los pacientes con hepatitis alcohélica
asociada a una cirrosis son los que presentaron
valores mis elevados de P-III-P sérico. Los ni-
veles del péptido en estos pacientes fueron su-
periores a los presentados por los pacientes del
resto de grupos histolbgicos inclufdo el grupo

de cirrosis aisladas con el que también se es-
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tablecieron diferencias significativas (p<€0,01).
Se analizé la fiabilidad de la determina-
cién sérica del P-III-P, con objeto de detectar
los pacientes alcohélicos con hepatopatia de
aquellos que no la presentaban. La méyoria de
pacientes alcoh6licos con lesibn hepdtica (77%),
tenfan elevados los niveles de P-III-P, he;ho
que solo se observd.en ﬁn alcohélico crénico
sin lesibén hepitica (20%). Estos resultados in-
dican que el P-III-P tiene una sensibilidad del
77%, una especificidad del 80% y una precisién
diagnéstica de lesién hepdtica en los alcohdli=-

cos crbnicos del 77%.

3.2, RELACION ENTRE LA CONCENTRACION SERICA DE
P-III-P.Y LA INTENSIDAD DE LA FIBROSIS.

"Los niveles séricos del P-III-P, se encon-
traron progresivamente mis elevados cuando au~- |
mentaba la intensidad de la fibrosis en el te-
jido hepético. '

Los 7 pacientes sih fibrosis en la biopsia
hep&tica presentaron niveles séricos de P-III-P
de (X ¥ ESM) 10,7 *+ 1,5 ng/ml. En los 10 pacien-
tes con fibrosis grado 1 se hallaron niveles

séricos de P-III-P de 17,8 ¥ 2,4 ng/ml. Los va-
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lores de P-III-P hallados en los otros 10 pacien-
tes con fibrosis grado 2 fueron de 20,3 % 3 ng/ml
y en los 26 pacientes con fibrosis grado 3 de
32,2 £ 3,7 ng/ml. Existié una correlacién sig-
nificativa entre los niveles séricos de P-III~-P
y la intensidad de la fibrosis (Test de Kruskal-
Wallis H=19,6 p<0,001) (fig.14).

3.3. RELACION ENTRE LOS NIVELES SERICOS DE P-III-P
Y OTRAS ALTERACIONES HISTOLOGICAS.

En los pacientes sin cirrosis se analiza-
ron los niveles séricos del P-III-P en relacién
con otras lesiones o hallazgos histolégicos.

Los 19 pacientes con fibrosis sinusoidal presen-
taron niveles séricos de P-II1I-P significativa-
mente superiores a los que presentaron los 12
pacientes sin fibrosis sinusoidal (X + ESM)

(23,8 + 4 frente a 14,5 t 2,9 ng/ml, p¢ 0,01)
(fig.15). De igual forma se 6bserv6 que los 12
pacientes alcohélicos con lipocitos en la biop-
siavpresentaron niveles significativamente su=-
periores a los de los 19 pacientes alcohélicos .
sin lipocitos (27,8 ¥ 6 frente a 13,7 ¥ 1,2 ng/ml
p<£0,05) (fig.16) y. que los 9 pacientes con cuer-
pos hialinos de Mallory en la biopsia hepitica
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ng/ml P-Il.P/ FIBROSIS SINUSOIDAL
90 | .
70-/
V4
501
40'- * ®
|
30:- K o
' ' °
20; s
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.......... o R . S
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también presentaron niveles del péptido amino-
terminal del procolégeno tipo III significati-
Qamente superiores a aquellos que no los presen-
taban (22 pacientes) (29,5 + 7,6 frente é 16,5 £ 2
ng/ml, p <0,05) (fig.17). Por el contrario no exis-
tieron diferencias significativas entre los nive-
les séricos de P-III-P en los 20 pacientes con o |
1os 11 sin necrosis lobulillar (13,8 ¥ 2 frente

a 22,3 ¥ 4 ng/ml), ni entre los 19 pacientes con

o los 12 sin signos de portitis (23,2 F 4,2 fren-
te a 16,6 T 2,7 ng/ml), ni entre los 23 pacien-
tes con y los 8 sin esteatosis (22,3 t 3,6 fren-
te a 14,5 £ 2,3 ng/ml). Los 2 pacientes que pre-
sentaron coléestasis tisular tenfan unos niveles

de P-III-P de 14 y 17 ng/ml.(tabla XV).

Se analizé si existfa una asociacién entre
la presencia de fibrosis portal y fibrosis si-
nusoidal con el resto de iesiones histolégicas.,
La fibrosis portal se asocid con la existencia
de fibrosis sinusoidal ya que 19 de los 26 pa=
cientes (73%) con fibrosis portal también tenfan
fibrosis sinusoidal lesién que no se observd en
ninguno de los siete pacientes sin fibrosis por-~
tal (Test de Fisher, p=0,0008) (tabla XVI). lLa

presencia de necrosis lobulillar, lipocitos,
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cuerpos hialinos de Mallory, inflamacién portal,
esteatosis y colestasis era independiente de la
existencia de fibrosis en los espacios porta.

Por el contrario, la fibrosis sinusoidal
se relaciond con la existencia de lipocitos ya
que todos los pacientes con lipocitos tenfan fi-
brosis sinusoidal, hecho que solo se observé en
7 biopsias (33%) sin lipocitos (X2=13,89 p< 0,001).
También se observd una asociacién entre la pre-
sencia de hialina de Mallory y la fibrosis sinu~
soidal ya que todos los pacientes con hialina de
Mallory tenfan fibrosis en los sinﬁsoides, le-
sién que sbélo presentaron 10 pacientes (41,6%)
que no tenfan hialina de Mallory (X2=9,éﬁ (Mo~
dificacién de Yates) p<0,001). La existencia de
necrosis lobulillar también fue mds frecuente en'
las Eiopsias con fibrosis sinusoidal ya que se
ebservé en 15 pacientes (78,9%) con fibrosis si-
nusoidal y por el contrario en 42,87% de los pa-
cientes sin fibrosis sinusoidal (X2=4,53 p<0,05)
(tabla XV1).
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4. RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXI=~
LASA HEPATICA Y LA CONCENTRACION SERICA DEL PEP-
TIDb AMINOTERMINAL DEL PROCOLAGENO TIPO III EN
LA HEPATOPATIA ALCOHOLICA.

Existid una relacién lineal directa entre
la actividad de la prolil-hidroxilasa hepética
y los niveles séricos del péptido aminoterminal
del procoligeno tipo III en los pacientes con
una hepatopatia alc0h61i¢é (r:0,41; p<0,01)
(fig.18).

5. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD PROLIL~HIDROXILASA
Y DE LA CONCENTRACION SERICA DEL PEPTIDO AMINO-
TERMINAL DEL PROCOLAGENO TIPO III EN LOS PACIEN-
TES CON HEPATITIS ALCOHOLICA. ‘

En los pacientes con hepatitis alcohélica
sola (12 pacientes) o aéociada»a cirrosis (7 pa-
cientes) se analizaron especialmente los niveles
.de actividad prolil-hidroxilasa hepitica y los
de P;IIX*P sérico en relacidn a la intensidad
de la fibrosis. Los niveles de actividad prolil-
hidroxilasa hepitica fueron significativamente
inferiores en los pacientes con fibrosis modera-
da (fibrosis grado 1 y 2) respecto a los que pre-

sentaron fibrosis severa (fibrosis grado 3) (X I
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ESM) (734 T 138 frente a 1208 T 1sa cpm/mg, p<0,05)
(fig.19). También existid una diferencia signifi-~
cativa entre los niveles de P-III-P sérico entre
los pacientes con fibrosis moderada y severa

(X * ESM) (20,4 * 2,6 frente a 49,1 £ 8,8 ng/ml
p< 0,01) (fig.20). Ademés se observd una corre-
lacién lineal directa altamente significativa
entre los niveles de actividad prolil-hidroxila-
sa hepética y los niveles séricos del péptido
aminoterminal del procoligeno tipo III en los 9
pacientes con hepatitis alcohélica analizados

(r=0,75, p<0,001) (fig.21).
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DISCUSION

La prolil-hidroxilasa es una ehzima que
interviene eﬁ la sintesis del coligeno y es la
encargada de hidroxilar la prolina en las cade~
nas proalfa del procolégenb. Ya que esta enzima
forma parte del proceso de sintesis del colige-
no, es légico pensar que la determinagién de su
actividad en tejido hepitico serfa un indice de
fibrbgénesis hepitica tal como ha sido referi-
do en algunos estudios.

En esta Tesis se demuestra que la activi-
dad prolil-hidroxilasa hepitica (PH-asa) se ha-
1la aumentada en el 58,5% de los pacientes con
‘una hepatopatia alcohélica, en comparacién a
los niveles de actividad PH-asa observados en
los pacientes alcoh8licos sin lesiones hepiti-~
cas. Esto ocurrié en el 33% de los pacientes
con hepatitis alcohblica, en el 50% de los pa-
cientes con esteatosis, en el 70% de los pacien-
tesicon‘fibrqsis, en el 66,6% de las cirrosis
y el 71,4% de las cirrosis con hepatitis alco-
hélica. La actividad prolil-hidroxilasa hepiti~

ca estuvo particularmente elevada en los pacien-
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tes con fibrosis-y cirrosis. En los pacientes
con esteatosis y hepatitis alcohélica sin ci-
rrosis, la actividad prolil-hidroxilasa también
fue superior, aunque no significativamenté, cuan-
do se comparé con los alcohélicos sin lesién he-
pética.

- En general estos resultados son similares
a los observados por otros autores que han de-
terminado la actividad prolil-hidroxilasa eh el
tejido hepitico de pacientes alcohélicos créni-
cos (242-245,248,249,298,299). Sin embargo en
algunos casos es dificil establecer equivalen-
cias ya que los valores obtenidos se comparaﬁ
en unos c¢asos con la activi§a€ enzimdtica de con-
troles sanos no alcohélicos y eﬁ otros con la
de alcohélicos sin lesiones hepiticas. Otros fac-
tores que dificultan esta éomparacién son las mo-
‘dificaciones efectuadas en el método para la de=-
terminacién de la PH-asa y la forma de expresar
los resultados. De todos modos los ocho estudios
que determinan la actividad prolil-hidroxilasa
hep&tica en pacientes alcohélicos indican que
existe un aumento de la actividad enzimética,
especialmente en los pacienteé con hepatitis al=-

cohblica y cirrosis activas (tabla XVII). También
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se ha encontrado un aumento de la actividad pro-
lil-hidroxilasa hep&tica en las hepatopatias de
origen no alcohélico, si bien han sido menos es-
tudiadas y las series suelen ser més cortas (243,
245-247,299,300).

Un dato importante a considerar en esta Te-
sis es la gran superposicién de valores de PH-asa
cuando se compararon los &if&renteé grupos his~
. tolbégicos como se puede observar en la figura 11,
por lo que la medicién de la actividad PH-asa no
puede utilizarse para distinguir los distintos
tipos de lesién hepética alcohélica.

Estas observaciones son parecidas a las re-
cojidas por otros autores especialmente en lés‘
estudios de Mezey (244) y Mc Phie (249). Este he-
cho indica que dentro de cada tipo de lesién his-~
toldégica existe una amplia variabilidad en cuan-
to a la actividad fibrogénica en cada paciente.
Sin embargo en esta Tesis se demuestrm‘qué las
variaciones de la actividad PH-asa hepitica es-
tuvieron directamente relacionadas con el gradoe
de fibfosis hepética ya que se observd un incre=-
mento escalonado de la PH-asa al aumentar la fi-
brosis. En las biopsias sin fibrosis la.PH-asa

‘era de (X T ESM) 655 * 50 cpm/mg, en las biopsias
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con fibrosis grado 1 de 756 ¥ 99 cpm/mg, en aque-
1los con fibrosis grado 2 de 983 % 178 cpm/mg y
en aduellws con fibrosis grado'3 de 1173 * 125
cpm/mg (fig.12). De todas formas también se ob-
servd que existia una gran variabilidad de los
niveles de PH-asa en relacidén a la cantidad de
fibra en el tejido hep4tico por lo que es pro-
bable que éxﬁstaﬁ otros fendmenos que puedan fa=-
vorecer la actividad PH-asa. En esta Tesis se ha
analizado si la presencia de necrosis celular,
signos de infiaméciéﬁlyortal, o la éxisteﬁci& de
hialina de Mallory o lipocitos en la biopsia he-
pitica estaban relacionados con la actividad
PH~asa y no se ha observado que estas lesiones
modificaran los niveles de actividad fibrogéni=-
ca hepitica. No se puede ser concluyente en es-
tas observaciones ya que en otras patalog{gs COo~
mo la hegﬁtapaiia que pueden preséntar los pa-
clentes obesos- sometidos a una derivacidén integ=
tinali(hepatopatia que es casi indistinguible

a la que presentan los pacientes con hepatitis
alcohélicas) se han encontrado hallazgos dife=
rentes., Asf{ Mezey et al (301) determinaron los
niveles de actividad PH-asa en 10 pacientes obe-

s0s sometidos a una derivacién yeyuno~ileal y
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observaron que los niveles de actividad PH=-iasa
aumentaron sbélo en los 3 pacientes que presen-
taban fibrosis asociada a necrosis hepatocelu-
lar, pero no en los pacientes que presentaron
fibrosis sola.

En el presente estudio existieron dos gru-
pos de pacientes claramente diferenciados en la
hepatitis alcohélica, uno con niveles de acti-
vidad PH-asa similar a la de los alcohélicos
sin lesiones hep&ticas (8 pacientes) y otro con
niveles elevados (4 pacientes) respecto a los
pacientes aicohélicos,con histologia normal., Es-
te hecho podria ser debido a varios factores. El
primero a considerar es el tiempo de abstinencia.
Aunque practicaménte todos los pacientes ingi-
rieron bebidas alcohélicas hasta poco antes de
ingresar en el hospital, transcurrieron aln 10
dfas desde el ingreso hasta la préctica de la
biopsia hepética que podrfan haber influido en
la disminucién de la actividad PH—ésa en estos
- ‘pacientes como refirid Mezey et al (244) en un
estudio en que encuentra una disminucibn de la
actividad PH-asa en 16 pacientes afectos de una

hepatopatfa alcohélica transcurridas 5 semanas

de la primera determinacién. En nuestro estudio
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no obstante no creemos que este fuera el fGnico
motivo ya que todos los pacientes estuvieron so-
metidos a las mismas condiciones y el tiempo
transcurrido hasta la realizacién de la biopsia
fue muy inferior a 5 semanas. La escasa activi-
dad PH-~asa en los ocho pacientes con hepatitis
alcohélica aislada indicarfa 1la inclusién de
hepatitis alcohélicas con poca actividad fibro-
génica. En un estudio reciente efectuado por
nosotros (302) en el que se analizaba la evolu-
cién histolégica de 26 pacientes con hepatitis
alcohélica aislada, durante un periodo de tiem=
po que oscilaba entre 1 y 3 afios se observd que
apreximadameﬁte un tercio de los pacientes te=-
nfan una cirrosis hepltica y qué casi el 40% de
los pacientes habfan resuelto su lesién induci-
da por el alcohol. En este estudio se observd
que la persistencia de ingesta alcohélica asf
como la pertenencia al sexo femenino fueron con-
diciones que influyeron en la mala evolucién de
la hepatitis alcohdlica hacia la cirrosis. El
~conocimiento de los niveles de PH-asa en estos
pacientes quizés hubiera podido ser un buen in-
dicador de la mala evolucién de la hepatitis al-

cohblica. De hecho evolucionaron desfavorablemente
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los pacientes que siguiercﬁ bebiendo alcohol y
presumiblemente eran aquellos con niveles de
lactato elevados en el suero. A esta Gltima
substancia se le ha imputado un efecto fibrogé-
nico. Asf se ha demostrado que los pacientes con
cirrosis alcohélica y aquellos con hepqtitis al-
cohbélica presentan niveles de &cido léctico ele-
vados independientemente de los niveles de al-
coholemia directamente relacionados con los ni-
veles séricos y hepéticos de prolina (18). En
estos pacientes también se ha observado un aumen-
to del depésito hepdtico de prolina y un aumen-
to del depbsito hepético de colégeno (206). Por
otro ladé se sabe que el &cido léctico incremen-
ta, en un cultivo de fibroblastos, la agregacién
de monémeros inactivos de prolil-hidroxilasa en
tetrimeros activos'(ZSS). Tanto el incremgnta

de la actividad enziméitica (prolil-~hidroxilasa) ~
como del sustrato (prolina) podrfan facilitar
la sfntesis de colégeno. Es posible que otros
factores todavfa desconocidos puedan influir so-
"bre la capacidad fibrogénica hepdtica. Es cono-
cido que los pacientes alcohblicos crénicos tienen
ciertas deficiencias de algunos oligoelementos

como el zinc, que interviene como cofactor en



-202-

muchas reacciones enzimiticas, entre ellas sobre

la alcohol deshidrogenasa. En un estudio recien-
te de Anttinen et al (303) efectuado en ratas so-
metidas a cirrosis experimental con tetracloruro
de carbono se demostraba el efecto protector del
zinc para el desarrollo de cirrosis cuando se

les afiadfa a la dieta, ya que las ratas que reci-
bfan zinc presentaron una disminucién del acdmu-
lo de colégeno en el higado. Estos autores suge-
rfan que el zinc podrfa tener un efecto inhibito-
rio sobre la hidroxilacién de la prolina. En un
anilisis efectuado en un grupo de alcohblicos
crbénicos se ha demostrado una reducciédn de los
niveles plasmiticos de zinc en aquellos pacien-
tes con mayor grado de lesién hepética (cirréti-
cos y hepatitis alcohélica) y que ademis existfa
una relacidn lineal inversa entre la actividad
prolil-hidroxilasa y los niveles de zince plasméi~
ticos. Si bien afn no disponemos de los niveles
de zinc en tejido hepético, estos resultados apo-
yarfan la hipdtesis de que el zinc podria influir
en la capacidad fibrogénica hepética y explicaria
que algunos defectos nutricionales serfan de ca-

pital importancia para el desarrollo de cirrosis
(304).
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Mezey et al (244) observaron que los pacien-
tes con hepatitis alcohélica tenian una mayor ac-
ticidad PH=asa hepética que el grupo de pacientes
con esteatosis y el grupo control, respecto a los
datos observados en la presente Tesis. Probable-
mente estas diferencias sean debidas a la severi-
dad de las hepatitis alcohélicas ya que Mezey in-
clufa pacientes que tenfan una hepatitis alcohé-
lica y cirrosis simultaneamehte.'

. En dos estudios previos realizados en pa-
cientes alcohblicos por Mann et al (248) y Vidins
et al (298), estos autores encontraron una rela-
cibén entre los niveles de actividad de la PH=-asa
hepitica y 12 sintesis de colégeno hepitico. En
esta Tesis se demuestra una estrecha relacidn
‘entre la actividad PH-asa hepética y la extensiédn
de la fibrosis medida por un método semicuanti-
tativo, y por lo tanto confirma los resultados de
estos autores. De todas formas debe considerarse
que no es lo mismo medir la sintesis hepitica de
coligeno que la extensién de la fibrosis. De he-
cho existieron algunos pacientes con una histolo-
gia sin fibrosis en los cuales se detectd un in-
cremento de la actividad prolil-hidroxilasa hepi-

tica, particularmente algin caso de esteatosis
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hepitica aislada. Esta observacién podrfa indicar
que el incremento de la actividad fibrogénica
precede al depésito de coldgeno y que en caso de
que desaparezca el agente inductor de la activi-
dad enzimética puede ser que no'aparezca fibrosis.
Es conocido que algunos pacientes con esteatosis
alcohélica pueden evolucionar hacia una hepatopa-
tf{a crénica fibrosante incluida la cirrosis. Na-
kano et al (305) encontraron que 1os'paciéntes
con esteatosis que tenfan un grado més o menos
acusado de fibrosis alrededor de la vena central
podfan evolucionar hacia la cirrosis. Es factible
que estos pacientes tuvieran una mayor actividad
de la prolil-hidroxilasa y quiz4i los pacientes
con esteatosis y PH-asa elevada del presente es-
tudio serfan los que podrian evolucionar hacia
una cirrosis alcohéiica. Takeuchi et al (300) de-
mostraron que en ratas con fibrosis hepitica in-
ducida por tetracloruro de carbono,los niveles de
actividad de la PH-asa aumentaban unas cuatro ve-~
ces respecto a su valor basal y este aumento era
previo al depésito hepitico de fibrosis.

As{ mismo han sido descritas elevaciones de
la prolil-hidroxilasa hepitica determinada por un

método inmunoreactivo (los niveles de la enzima
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determinados por este método se correlacionan
con la actividad prolil-hidroxilasa en tejido
hepético) en pacientes afectos de un carcinoma
hepatocelular, atribuyéndose la elevacién de la
enzima al incremento en la sintesis de coligeno
que acompafia a este tipo de tumor (306).

En otros estudios que determinan la acti-
vidad prolil-hidroxilaéa-en tejido hepéitico pro-
cedente de pacientes con hepatopatfas de etiolo-
gia no alcohélica como hepatitis crénica activa
(243,245,247) y cirrosis biliar primaria (246)
también se ha hallado una relacién entre los ni-
veles de actividad PH-asa y la extensién de la
fibrosis hepética. Ademis en el estudio de Jain
et al (246) que analiza los pacientes con cirro-
sis biliar primaria, se halldé que la actividad
prolil-hidroxilasa sblo se relacionaba con la
intensidad de la fibrosis y no se pudo hallar
ninguna relacibén con el grado de inflamacién por-
fal ni de necrosis hepatocelular, resultados que
son similares a los de esta Tesis que ha anali-
zado hepatédpatas alcohblicos. |

El coligeno se sintetiza en forma de un
precursor de mayor peso molecular denominado pro-

coldgeno que posee unos péptidos adicionales en
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sus extremos amino y carboxiterminal. Durante
el proceso de sintesis del coligeno, a nivel
extracelular, el procoligeno se convierte en
coligeno al perder los extremos amino y carbo-
xiterminal que son escindidos por medio de unas
proteasas especificas. Los niveles séricos del
péptido aminoterminal del procollgeno tipo III
(P-1II-P) pueden ser medidoé por medio de un
radioinmunoandlisis. El significado de la con-
centracién sérica de dicho péptido en las hepa-
topatfas no estd bien establecido. Se ha suge-
rido que la concentracién sérica de P-III-P se-
rfa un buen marcador de la sfntesis hepdtica de
coligeno per6 también se ha referido que podrfa
intervenir en la degradaciédn del mismo (275),
Rohde et al (274) en 1979 determinaron
por primera vez el P-III-P sérico en 141 pacien-
tes. Incluyeron en su estudio pacientes con di-
versos tipos de enfermedades hepéticas (hepato-
patfa alcohélica, hepatitis virica aguda y cré-
.nica, miscelinea de enfermedades hepéticas) y
otros pacientes con enfermedades extrahepiticas
la mayorfa de ellas relacionadas con alteracio-
nes del metabolismo del coligeno. Los valores

mis elevados de P-III-P sérico los presentaron
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aquellos pacientes afectos de una hepatopatfa
alcohbélica seguidos de aquellos con hepatitis
aguda y hepatitis crénica. Los pacientes con
artritis reumatoide presentaron ligeras eleva-
ciones del P-III-P. Estos autores analizaron,
en los pacientes alcohbélicos, la concentracién
sérica de P-III-P y la fibrosis valorada por un
método semicuantitativo y no encontraron rela-
cibén entre ambos parémetros.

En el presente estudio se ha observado
que los pacientes alcohdlicos con histologia
normal presentaron valores séricos idénticos a
los -de 1os sujetos sanos del grupo control y
que el 77% de los pacientes con una hepatopatifa
alcohélica tenfan concentraciones séricas de
P-III-P superiores a las que tenfian los alcohd-
licos con histologia normal. Por tanto el ané-
lisis de la concentracién sérica del P-III-P po-
drfa ser Gtil para detectar aquellos pacientes
alcohflicos crénicos con una lesidén hepética
(sensibilidad y especificidad del 77% y 807% res-
ﬁectivamente). Sin embargo estos resultados de-
ben valorarse con cierta precaucién ya que el
grupo de pacientes con histologia normal era

muy reducido, de sbélo 5 pacientes. Otros autores
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también hallaron que la determinacién de P-III-P
podria ser Gtil para detectar los pacientes al-
cohélicos con hepatopatfa. Asf Mendenhall et al
(307) analizando un grupo de 38 pacientes con
hepatitis alcoh6lica encontraron una especifi-
cidad del 98% y una sensibilidad del 95%. Los
resultados de esta Tesis indican sin embargo que
la determinacién del P-III-P no es un buen ihdi-
ce discriminativo del tipo de lesidén hepéltica ya
que el P-III-P sérico estuvo elevado en el 50%
de los pacientes con esteatosis, el 50% de aque-
lloé con fibrosis, en el 1007% de las hepatitis
alcohélicas y en el 95,5% de las cirrosis. Los
valores medios mAs elevados de P-III-P sérico
los presentaron aquellos pacientes que tenfan
lesiones histolégicas de fibrosis, hepatitis'al-
cohbélica y cirrosis. Los valores individuales de
P-III-P sérico m4s elevados los presentaron los
pacientes con cirrosis y hepatitis alcohélica
que siempre tuvieron valores superiores a 29'ng/ml.
Tres de los pacientes con hepatitis alcohéblica

y tres con fibrosis presentaron también valores
de P-III-P superiores a esta cifra, La mitad de
los pacientes con hepatitis alcohélica de nues-

tro estudio presentaron valores poco elevados de
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P-III-P sérico (inferiores a 18 ng/ml) de for-
ma similar a lo que sucedid con los valores de
actividad prolil-hidroxilasa en estos mismos pa-
cientes indicando probablemente la escasa acti-
vidad fibrogénica de estas hepatitis alcohdéli-
cas. La concentracién sérica de P-III-P no fue
Gtil para distinguir entre los pacientes que
tenfan una esteatosis y aquellos con fibrosis
moderadas ya que dos.de los cuatro pacientes

con esteatosis preséntaron valores séricos de
P-III-P ligeramente elevados que no se acompa-
flaron de una evidencia histolégica de fibrosis
ni de una elevacién de la actividad prolil-hi-
droxilasa hepltica. En los pacientes con cirro-
sis hepltica aislada, los niveles'de P-II1I-P es-
tuvieron elevados pero en menor proporcidén que
en las cirrosis que tenfan hepatitis alcohélica.
Este hecho indica que existe una deéproporcién
entre la intensidad de la fibrosis y los niveles
de P-III-P qﬁe cabrfa esperar. Este fenbémeno po-
drfa explicarse porque en esta cirrosis existi-
rfa un depbsito de coléigeno estable y no habrfa
por tanto un recambio del mismo, hecho que tam-
bién quedarfa reflejado por los distintos nive-~

les de actividad prolil-hidroxilasa. Por otra
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parte en la cirrosis ya totalmente establecida
se ha demostrado que existe un incremento total
y relativo del colégeno tipo I con respecto al
tipo III (170) y en el presente estudio sélo se
ha determinado el procolégenoc tipo III.

La superposicién de valores de P-III~-P sé~-
rico observada en. los pacientes con fibrosis,
" hepatitis alcohbélica y cirrosis, impiden que es-
te péptido pueda tener valor para distinguir
los distintos tipos de hepatopatfa alcohélica y
en este sentido sigue siendo imprescindible la
realizacién de una biopsia hepdtica. Los resul-
tados de esta Tesis son muy similares a los pu-
blicados recientemente por Niemela et al (279)
(tabla Xvﬁﬁ. Estos autores tampoco fueron capa-
ces de distinguir el tipo de hepatopatfa alcohé-
lica segln los niveles séricos de P-III-P. Es-
tos autores también encontraron que los pacien=-
tes en cuya biopsia coexistfan lesiones de cirro-
sis y hepatitis alcohélica preéentaron valores
séricos de P-III-P éuperieres a 30 ng/mi. Los
valores del P-III-P sérico en el grupo de pacien-
tes con cirrosis sola o con hepatitis alcohéblica
varié algo en relacién al presente estudioc, pro-

bablemente debido al grado de actividad de las
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cirrosis incluidas en cada estudio. Resultados
muy similares a los nuestros han sido también
observados por Savolainen et al (308) en un estu-
dio publicado en forma de resumen en el que ana-
lizan los niveles de P-III-P en un grupo de pa-
cientes con hepatitis alcohélica (tabla XVIII).
Los resultados de esta Tesis indican que
existe una buena relacgén‘antre los niveles sé-
ricos de P~III-P y la extensién de la fibrosis
en la biopsia hepitica ya que se observaron ni=-
veles de P~III-P progresivamente crecientes en
los pacientes sin fibrosis y con fibrosis grado
1, 2 vy 3. Por otra parte se observd una correla=-
cibn lineal significativa entre la actividad
PH~asa‘hepética v los niveles de P-III-P; refor-
zando la hipétesis de que el P-III-P es un buen
marcador de fibrogénesis. Otros autores han dado
resultados de P-III~P en relacidén a 1la fibrosis
"en hepatopatias no alcohéli&as. Raedsh et al (278)
hallaron una buena relacidn entre los niveles sé=-
 ricos de P-III-P en pacientes con hep&titis ex &~
nica persistente y hepatitis crébnica activa con
la extensidn de la fibrosis evaluada por un mé-

todo histomorfoniétrico.

Weigand et al (309) también observaron que
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existf{a una buena correlacidn entre la fibrosis
medida por un método histomorfométrico vy los ni-
veles séricos de P~III-P en pacientes con hepaw-
topatia crénica de éiversas{etialogi&s‘ Estea
mismos autores r$§i$?€§v§§% gsta correlacidn se
mantuvo en el seguimiento de 4 pacientes (perio-
do de seguimiento entre 2 v 9 afios) afectos de
una hepatopatia crénica en los g&é se compard

la fibrosis cuantificada paw‘histoﬁawﬁometria

y el P-III-F sérico.

En un estudio realizado por Caballeria et
al (310) en 1982 en pacientes con cirrosis bi=
liar primaria en los que se analizb el P-III~P
sérico se observd la existencia de una relacidn

entre la concentracidén sérica del mismé y el es-
| tadfo histolégico de la enfermedad que en defiw-
nitiva impiiéan el grado de fibrosis hepitica.

Recientemente se han publicade algunos
restmenes indicando que el P~III-P sérico se
relaciona con el grado de fibrosis hepltica en
la hepatopatfa alcohédlica (307,311). los resul-
tados de esta Tesis confirman la hipdtesis de
que el P~III-P es un buen marcador de la fibro~
sis %épét{ca y muy-probablemente de la activi-
dad fibrogénica.
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Las vias de eliminacién del P-III-P del
organismo son la biliar y la urinaria, siendo
la eliminacién biliar la cuantitativamente més
importante tanto en los sujetos normales como
en los cirréticos (281). En algunos trabajos se
ha descrito una relacidn entre la concentracién
sérica de bilirrubina y la de P-III~P.(279,307).
En nuestro estudio no se analizé especialmente
este punto, aunque los dos UGnicos pacientes que
tenfan signos de colestasis en la biopsia hepé-
tica presentaron niveles de P-III-P, uno normal
(14 ng/ml) y el otro ligeramente elevado (17 ng/
ml).

En nuestro estﬁdio el andlisis de otras
lesiones histolébgicas demcstgé que los niveles
de P-III-P fueron significativamente superiores
en los pacientes que tenfan fibrosis sinusoidal,
lipocitos o hialina de Mallory en la biopsia he~
pédtica. Se encontrd también una relacién esta-
dfsticamente significativa entre la existencia
de fibrosis portal y sinusoidal y también entre
la existencia de fibrosis sinusoidal con la exis-
tencia de lipocitos y con la de hialina de Mallo-
ry. Por elAcontrario no existid relacién alguna

entre la presencia de fibrosis portal y la exis-
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tencia de lipocitos o hialina de Mallory. Estos

hallazgos estarfan de acuerdo con las teorfas
que mantienen qﬁé la fibrosis sinusoidal se ori-
gina en las células de Ito o lipocitos perisi-~
nusoidales, células que en el higado normal son
las encérgadas de almacenar vitamina A y que en
los pacientes alcohblicos adquieren la capacidad
de sintetizar coligeno y son las responsables de
la fibrosis sinusoidal en estos paciéntes (195,
196).

La relacién observada entre la presencia
de fibrosis sinusoidal y la de cuerpos hialinos
de Mallory en las bioPSiés de nuestros pacien- |
tes probablémente sea debida a la frecuente aso-
ciacién de ambas lesiones en la hepatitis alco-
hélica. Astf pudo observarse que doce de los 19
pacientes coﬁ>fibrosis sinusoidal tenfan una he-
patitis alcohélica y que nueve de estos doce pa-
éientes tenfan cuerpos hialinos de Mallory‘en
las biopsias. Savolainen et al (308) también en-
contraron que los pacientes con hepatitis alco-
hélica’y cuerpos de Mallory son los que presen-
taron los valores mis elevados de P-III-P res-
pecto a las hepatitis,alcohélicas que no tenfan

esta lesién histolégica.
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En nuestro estudio y a diferencia de los
resultados obtenidos por Rohde et al (274) no
encontramos relacién entre la existencia de in-
flamacién portal o necrosis celular y la concen-
tracién sérica de P~III-P.

Se ha demostrado, ademis, que existe una
buena correlacibén entre los niveles de activi=-
dad prolil-hidroxilasa hepética, enzima que in-
terviene en el proceso intracelular de la sinte-
sis del coligeno y la concentracién sérica de
P-11I-P, péptido que a nivel extracélular es li=-
berado a la sangre de forma estequiométrica du-
rante la sintesis de cada molécula de coligeno
~tipo III (r: 0,41, p <0,01). Aceptando que la
prolil~hidroxilasa es un buen indicede fibro-
génesis ya que es una enzima que interviene ac~
tivamente en la sfntesis de colégeno, la buena
relacidn existente entre esta enzima hepéitica
y los niveles séricos de P-III~P apoyan la hipé-
tesis de que la medicibén del P-III-FP sérico en
los pacientes alcohbédlicos pueda ser un buen in-
dicador de fibrogénesis hepitica. Sin embargo
el mayor incremento de P-III-P observado por
Raedsh et al (281) . en los éacientes con colesta~-

sis indicarfa que debe tenerse en cuenta este
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fendmeno como un posible factor de error. La re~
lacién de ambos parimetros con la intensidad de
la fibrosis observada en la biopsia hepédtica in-
dicarfa ademés que tanto la prolil-hidroxilasa_
como el P-III-P serfan también marcadores de fi-
brosis. Estos hallazgos fueron mucho mis eviden~
tes en las hepatopatfas alcohbélicas muy activas
como la hepatitis alcohélica. En estos pacientes
(n=19) l1la correlacidén entre actividad prolil-hi-~
droxilasa hepatica y P-III-P sérico fue mucho
més significativa (r: 0,75, p<0,001). En estos
pacientes también existid una relacidén entre los
niveles de ambos parimetros de fibrogénesis y la’
‘intensidad de la fibrosis. Los pacientes con fi=-
brosis severa {fibrosis grado 3) presentaron ni-
veles de actividad PH-asa h&ﬁéﬁica y de P-III-P
sérico superiores a los que presentaron aquellos
con fibrosis moderada (fibrosis grado 1 vy 2)
(p<0,05 y p<0,01 respectivamente).

Estos resultados inéiﬁaniqg% la determina-
cidn seriada de los niveles séfic&g de P-III-P
en los pacientes con hepatopatfa alcohélica pue-
" den ser un buen marcador para‘cénécer la progre~
sién de la iihﬁasis”he?éﬁica*
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

En la presente Tesis se han analizado 1la
actividad prolil-hidroxilasa hepética y la con-
centracién sérica del péptido aminoterminal del
procolégeno tipo III en un grupo de pacientes
afectos de una hepatopatia alcohélica. A los 60
.pacientes incluidos en el estudio se les prac~
ticd una biopsia hep&tica con una aguja de Tru-
cut. La mayor parte del espécimen (2/3 aproxi=-
madamente del cilindro) fue utilizada para rea-
lizar el an&lisis histolégico,. que incluyé el
diagnéstico del tipo'de enfermedad hepitica al=~
cohdlica, la valoracién mediante un anilisis se-
micuantitativo de la,intenéidad de 1la fibrosis
y la existencia de otras lesiones tales como la
fibrosis sinusoidal, la existencia de lipocitos,
necrosis celular, portitis, esteatosis o hiali-
na de Mallory. El tercio restante de la biopsia
fue conservado en nitrégeno liquido hasta el mo-
mento de realizar la determinacién de la activi-
dad prolil-hidroxilasa hepitica. En 53 de los
pacientes se obtuvo una muestra de sangre extrai-
da el mismo dia en que se practicd la biopsia

- hep4tica, para la determinacién sérica del pép~
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tido aminoterminal del procoligeno tip0>III que
fue realizada mediante un método de radioinmuno=-
anllisis.

Se analizaron los niveles de actividad pro-
lil-hidroxilasa hepltica y la concentracién sé-
rica del péptido aminoterminal del procoligeno
‘tipo III segln los tipos de enfermedad hepitica
y también con la intensidad de la fibrosis, ob-

_ teniéndose los resultados que se detallan a con-

tinuacién:

12 M4s de la mitad de los pacientes con una he-
patopatia alcohélica tienen un incremento de
la actividad fibrogénica hepética que viene
~exprésadé por un aumento de la actividad pro-
‘1il-hidroxilasa, enzima que interviene en la

sintesis del colégeno.

29 La variabilidad de la actividad prclilthdzo-
xilasa existente en los diferentes tipos de
lesién hepitica inducida por el alecohol, in-
dica una distinta actividad fibrogénica hepé-
tica en cada tipo histolégico de hepatopatia
alcohélica. |

3¢ La mayor actividad fibrogénica se ha observado

particularmente en aquellas biopsias con una
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mayor extensién de la fibrosis hepdtica que
corresponden a los pacientes con fibrosis y

cirrosis.

La actividad prolil-~hidroxilasa hepética es
directamente proporcional a la intensidad

de la fibrosis lo que indica que en los pa-
cientes alcohélicos qrénicos con hépatopatia
existe una relacién entre el proceso de fi-
brogénesis y el depésito de colégeno en el
higado. ' |

La mayorfa de biopsias sin fiﬁrosis tienen
una éctividad prolil-hidroxilasa inferior a
la de las biopsias con fibrosis. Sin embar-
go el hailazgo en algunos casos de una acti-
vidad pfolil—hidroxilasa elevada en biopsias
sin‘fibrosis, sugiere que el incremento de
la actividad fibrogénica puede preceder al

depbsito de colégeno en el higado.

La concentracién sérica del péptido aminoter-
minal del procoligeno tipo III se halla ele-

vada en casi las cuatro quintas partes de los
pacientes alcohdlicos crénicos con lesién he-

pética. Los niveles normales del péptido, ge-

neralmente sGlo se encuentran en aquellos pa-



~221-

cientes con una lesién hepitica poco evolu-

cionada, y excepcionalmente en pacientes con

una hepatitis alcohélica o una cirrosis.

La determinacién sérica del péptido aminoter-
minal del procoligeno tipo III podria ser un
buen marcador para discriminar los pacientes
alcohélicos crénicos con lesién hepética, de
aquellos que tienen un higado histologicamen-

te normal.

La concentracién sérica del péptido aminoter-
minal del procolégeno tipo IIIl estid aumentada
en los pacientes alcohélicos crénicos con fi-
brosis‘y‘particularmente en aquellos cuya
biopsia hepética demueétra la presencia de
cirrosis y signos de hepatitis‘alcohélica.
Sin embargo la determinacién de este péptido
no permite distinguir los distintos tipcs de

hepatopatfa alcohélica.

los niveles séricos dei‘pfocclégenn tipo III
se relacionan estrechamente con la intensi-
dad de la fibrosis observada en la biopsié
hep&tica de los pacientes alcohélicos créni-

cos, lo que sugieré que la determinacibén sé-
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rica de este péptido puede ser de utilidad
para controlar la evolucién de la enfermedad
hepitica alcohélica. Asimismo la determina-
cibén sérica &el péptido aminoterminal del pro-
colégeno también podrfa ser Gtil para conocer
la eficacia terapéutica de distintos firmacos

antifibrogénicos,

El péptido aminoterminal dél procolégeno ti-
po III puede ser considerado como un indice_
de fibrogénesis hepética en los pacientes con
una hepatopatfa alcohdlica, partiéularmente
en aquellos en los que los signos de activi-
dad de la enfermedad son més evidentes, ya
que se ha‘hallado una buena relacién directa -
entre los niveles séricos del procoligeno ti-
po III y la actividad prolil-hidroxilasa he-
patica. |

los resultados de esta Tesis se puede concluir

que en la hepatopatia alcohélica:

10

La‘éctividad prolil-hidroxilasa hepitica esté
relaciqpada'con la intensidad de la fibrosis.
No obstante la existencia de una actividad en-
zimética relativémente elevada en biopsias sin

fibrosis sugiere que el aumento de la fibrogé-
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nesis hepAtica precede al depdsito de colégeno.

Los niveles séricos del péptido aminoterminal
del procolégeno tipo III estén'relacionados
con la intensidad de la fibrosis hepitica, y
con la actividad prolil-hidroxilasa hepética.
Estos datos sugieren que la concentracién sé-
rica de este péptido es también un fndice de
fibrogénesis hepitica.
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