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A). M A T E R I A L Y M É T O D O S 

A.l) MATERIAL 

El análisis de la actividad prolil-hidro­

xilasa en tejido hepático y de la concentración 

sérica del péptido aminoterminal del procoláge­

no tipo III, se efectuaron en 60 pacientes alco­

hólicos crónicos ingresados en la Unidad de He-

patología del Hospital Clínico y Provincial de 

Barcelona. Todos estos pacientes ingerían más 

de 120 gramos de alcohol puro al dia (la inges­

ta osciló entre 121 y 250 g/dia) por un perio­

do superior a 5 años. Cuarenta eran varones con 

una edad media de 42,7 + 8,1 y 20 mujeres con 

una edad media de 49,9 + 11 años. Todos los pa­

cientes tenían una función renal normal y no re­

cibían ningún tratamiento en el momento de ser 

incluidos en el estudio. 

1. OBTENCIÓN DE LA MUESTRA DE TEJIDO HEPÁTICO. 

A todos los pacientes se les practicó una 

pmción biopsia hepática percutánea con una agu­

ja de Tru-cut, obteniéndose un fragmento de 20 

mm y de 20-23 mg de peso húmedo. 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 47» y procesado pa­
ra el análisis histológico. El fragmento menor 
fue introducido en un tubo de Nunc y éste en un 
medio de transporte conteniendo nieve carbóni­
ca para evitar una disminución de la actividad 
de la prolil-hidroxilasa (PH-asa) en el tejido 
obtenido. El tubo de Nunc fue trasladado en el 
medio citado a un contenedor de nitrógeno líqui­
do donde permaneció hasta el momento de reali­
zar el ensayo que se practicó antes de transcu­
rridos 12 meses. 

2. OBTENCIÓN DE LA MUESTRA DE SUERO. 
El mismo dia que se practicó la biopsia 

hepática se extrajeron 10 mi de sangre a 53 de 
estos pacientes. Tras centrifugación de esta 
muestra sanguínea se obtuvo el suero que fue 
congelado a -202 C hasta el momento de la deter­
minación del péptido aminoterminal del procolá­
geno tipo III (P-III-P) que se efectuó antes de 
transcurridos seis meses. 
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A.2) MÉTODOS 

1. DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDRO­
XILASA EN EL TEJIDO HEPÁTICO. 

1.1. FUNDAMENTO. 
La prolil-hidroxilasa cataliza la hidro­

xilación de ciertos residuos de prolina en hi­
droxiprolina. La prolina como aminoácido libre 
no constituye un sustrato y para que la reacción 
de hidroxilación tenga lugar la prolina debe es­
tar incorporada en cadenas polipeptídicas 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 más abundante en el hí­
gado) que hidroxila el carbono 4. 

La determinación de la actividad prolil-
hidroxilasa hepática en nuestro estudio se efec­
tuó mediante la técnica de Hutton (95) modifica­
da por McGee (242), que utiliza como sustrato 
prolina tritiada en posición 3 y 4 unida a una 
cadena larga de aminoácidos. La hidroxilación de 
un mol de prolina en hidroxiprolina comporta el 
desplazamiento de un átomo de hidrógeno del car-
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bono hidroxllado, que se equilibra con el agua 
del medio, dando lugar a la formación de agua 
tritiada (fig.6), El oxígeno atmosférico es la 
fuente del átomo de oxígeno que se une al car­
bono que se hidroxila de la prolina. El otro 
átomo de oxígeno aparece en el succinato, que 
se forma a partir del cT^cetoglutarato, un sustra­
to obligado de esta reacción. Asi pues la pro­
lil-hidroxilasa es una dioxigenasa. Un aspecto 
característico de esta reacción es la necesidad 
de un agente reductor tal como el ascorbato para 
mantener el átomo 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 formación 
de un mol de agua tritiada, que una vez destila­
da del medio de incubación puede cuantificarse 
mediante un contador de centelleo, 

1,2, PREPAíL\CION DEL SUSTRATO i m C A D O , 

, La prolina 3-4 tritiada se obtiene comer-
cialmente (Amersham International, AE: 40 Ci/mmol) 
pero para que sea reconocida por la enzima debe 
estar unida a una cadena de aminoácidos. 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 mi de un tampón de Krebs-

Ringer modificado, conteniendo NaCl 22 mM, KCl 

3 mM, MgSO^ 1,2 mM, CaCl2 1,3 mM, KH2P0¿^ O,A mM, 

NaHCO^ 25 mM y D-Glucosa 10 mM, al que se aña­

dió 1 mM de o<-<^'-dipiridilo y 500 ;aCi de proli­

na 3-4 tritiada. Se procedió entonces a una in­

cubación aeróbica de la mezcla en un baño meta-

bólico oscilante a 372 C durante 90 minutos. A 

continuación el homogeneizado se centrifugó a 

4e C y 3.500 x g durante 40 minutos desechándo­

se el sobrenadante. El precipitado obtenido se 

resuspendió en 10 mi de ácido acético 0,5 N du­

rante 90 minutos a 4^ G y se agitó suavemente 

con objeto de solubilizar y extraer el sustrato 

marcado. Luego se centrifugó a 45 C y 3.500 x g 

durante 40 minutos y se recogió el sobrenadante. 

Con el fin de obtener el máximo sustrato marcado 

el precipitado se resuspendió de nuevo en ácido 

acético y se procesó de la misma manera. El lí­

quido obtenido en cada una de las dos extraccio­

nes, conteniendo prolina libre y prolina unida 

a cadenas de aminoácidos de embrión de pollo, se 

dializó en frió 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 diálisis tras 
1 o 2 extracciones pudiéndose observar que en 
ambos casos fue similar. Se comprobó que a par­
tir de 12 horas de diálisis, la eliminación de 
la prolina libre del dializado era máxima lle­
gando al equilibrio. 

Finalizada la diálisis se mezclaron ambos 
dializados y se determinó la actividad especí­
fica del sustrato marcado obtenida que fue de 
6,05x10^ dpm/mg de proteína. Las proteínas del 
medio fueron determinadas por el método de Low-
ry (261). Los 110 mi de dializado fueron repar­
tidos en alícuotas de 1,6 mi y congeladas a 
-20ec hasta su posterior utilización en cada en 
ensayo. 

1.3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXILASA' 
EN TEJIDO HEPÁTICO. 

Poco antes de la realización del ensayo 
las muestras de tejido hepático que se conser­
vaban en nitrógeno líquido se descongelaron , 
a temperatura ambiente, y se pesaron en hi5medo 
en una balanza de precisión (Mettler H43). A 
continuación se realizó el ensayo cuyos pasos 
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fundamentales fueron: 

1.3.1. HOMOGENEIZACIÓN. 
La muestra de tejido hepático se homogenei-

26 con un émbolo de teflón Elvehem-Potter. Las 
características de la homogeneización fueron: 
diámetro 7,82 mm, aclaramiento 11-15 mm, tempe­
ratura 0 - 4 2 C y el niinero de descensos del émbolo 
10. La relación peso de la muestra/volumen del 
medio de homogeneización utilizada fue de 7 mg/ 
0,5 mi. El tampón de homogeneización utilizado 
fue Tris-HCl 0,05 M a pH 7,2 conteniendo Saca­
rosa 0,25 M, Etilendiaminotetraacetato-disódico 

-5 -3 
(EDTA) 10 M, Dithiotreitol 10 M, Fluoruro 
de fenil-metil-sulfona (PMSF) 50^g/ml y Tritón 
X-100 0,1%. El PMSF se disolvió previamente en 
propanol-2. El tampón de homogeneización se pre­
paró inmediatamente antes de realizar cada expe­
riencia. El homogeneizado se centrifugó a 42C 

y 500 X g durante 5 minutos y se recogió el so­
brenadante. Se guardó xsna. muestra del homogenei­
zado para la determinación posterior de la con­
centración de proteínas. 
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1.3.2. INCUBACIÓN. 

La incubación del homogeneizado hepático 

se llevó a cabo inmediatamente después de la 

homogeneización del tejido hepático para evitar 

la pérdida de actividad enzimática. El volumen 

de la reacción de incubación fue de 1 mi, com­

puesto de 0,1 mi de homogeneizado hepático, 0,1 

mi del sustrato marcado (previamente calentado 

a 30ec durante 15 minutos) y 0,8 mi de tampón 

de incubación. El tampón de incubación fue Tris-

HCl a pH 7,2 conteniendo Sulfato amónico ferroso 

1 mM, Albi2mina sérica bovina (BSA) desnaturali­

zada 2 g / 1 , Catalasa 0,4 g/1,o(-cetoglutarato 

2 mM j Dithiotreitol 0,1 nM y finalmente Ascor-

bato sódico 50 mM. El ascorbato sódico fue el 

último componente añadido para evitar su oxida­

ción. 

La reacción de incubación se realizó por 

duplicado, en un incubador metabólico oscilante 

a temperatura constante de 30ec y durante 30 mi­

nutos. La reacción se detuvo tras añadir 0,1 mi 

de tricloracético al 50% en frió a cada alícuo­

ta. Tras una ligera agitación las alícuotas se 

mantuvieron en reposo durante 5 minutos a una 

temperatura de 4^0. Posteriormente fueron cen-
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trifugadas a 4eC y 3.000 x g durante diez minu­
tos. Tras este proceso se recogió el sobrenadan­
te. 

1.3.3. DESTILACIÓN. 
El sobrenadante fue destilado en un des­

tilador acoplado a una bomba de vacio para evi­
tar que la temperatura de ebullición fuese su­
perior a 602C. El rendimiento obtenido fue del 
907c. 

1.3.4. RESULTADO. 
En cada ensayo se incluyeron dos blancos 

en los que el homogeneizado hepático (0,1 mi) 
fue sustituido por tampón de homogeneización. 

La radioactividad presente en el agua des­
tilada de cada ensayo se valoró mediante un con­
tador de centelleo líquido (Intertecnique, Comp-
teur a Scintillation liquide SL 4000), expresan­
do el resultado en cpm/mg de proteina del homo­
geneizado previa sustracción de las cpm de los 
blancos. Las proteínas se determinaron por el 
método de Lowry (261) . 
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1.4. VALIDACIÓN DEL MÉTODO. 
La llnearidad del ensayo y la cinética de 

incubación se determinaron en fragmentos de te­
jido hepático obtenidos mediante punción percu-
tánea inmediatamente después del fallecimiento 
en \m paciente afecto de una hepatopatía alco­
hólica, 

1.4 .1 , LINE.\RIDAD DEL ENSAYO, 
Con objeto de analizar si cantidades cre­

cientes de prolil-hidroxilasa daban lugar a la 
formación proporcional de cantidades crecientes 
de agua tritiada se efectuó ion ensayo de llnea­
ridad. Se obtuvo una buena relación lineal entre 
cantidades crecientes (25,50,100,150 y 200 ^1) 

del homogeneizado de tejido hepático y las cpm 
obtenidas en el destilado. Cada uno de los pun­
tos se efectuó por triplicado. Los resultados 
están expresados como la media y la desviación 
standard de cada uno de ellos (fig.S). El coe­
ficiente de variación de los triplicados osciló 
entre el 3,037c y el 9,37». 

1 .4 .2 . CINÉTICA DE INCUBACIÓN. 
Para comprobar que la reacción enzimática • 
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LINEARIDAD DE LA DETERMINACIÓN DE LA PROLIL-HIDROXILASA 
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fuése lineal en el periodo de tiempo de incuba­
ción utilizado en el ensayo, se determinó la 
actividad prolil-hidroxilasa de una misma mues­
tra de homogeneizado hepático a tiempos de in­
cubación progresivamente crecientes (0,5,6,7,8, 
9,60 y 90 minutos) (fig.9). Cada punto se deter­
minó por triplicado y el coeficiente de variación 
de los triplicados osciló entre 2,9% y 12,1%. 
El ensayo mantuvo la linearidad en el periodo 
de tiempo estudiado. 

1.4.3. CONSERVACIÓN DEL SUSTRATO MARCADO. 
Con el fin de determinar si la congelación 

y descongelación del sustrato marcado afecta a 
la reacción enzimática, se determinó la activi­
dad prolil-hidroxilasa de una muestra hepática, 
con un sustrato marcado recién obtenido y se re­
pitió la determinación en la misma muestra con 
el mismo sustrato tras su congelación durante 
una semana. La experiencia se realizó por tri­
plicado, obteniéndose valores similares en las 
dos determinaciones (200 t 18 frente a 189 ^ 

19,8 cpm/mg). 
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1.4 .4 . PRECISIÓN. 

1 .4 .4 .1 . INTRAENSAYO. 

Se determinó simultáneamente la actividad 

prolil-hidroxilasa de una misma muestra de te­

jido hepático de rata 10 veces, obteniéndose un 

coeficiente de variaciói 

46 cpm/mg) (tabla VII). 

coeficiente de variación de 6,7% (X t SD) (688 1 

1 . 4 . 4 . 2 . INTERENSAYO. 

Previamente al inicio de los ensayos para 

la determinación, de la actividad prolil-hidro­

xilasa hepática se sacrificó xana rata, cuyo hí­

gado fue dividido en fragmentos que oscilaron 

entre 7 y 10 mg de peso y que fueron congelados 

en nitrógeno líquido. El coeficiente de varia­

ción de la actividad prolil-hidroxilasa en 10 

ensayos efectuados a lo largo de un año fue de 

15,87o (X t SD) (503,4 t 79,9 ng/ml) (tabla VIII). 

Como control en cada uno de los ensayos 

efectuados en tejido hepático humano se utili­

zaron fragmentos del hígado de esta misma rata. 
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T A B L A 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 

(X±SD) 688+46 
Coeficiente de variación: 6,7% 

Reproductibilidad intraensayo. Valores de acti­
vidad prolil-hidroxilasa en tejido hepático de 
una misma rata efectuados por decuplicado. 
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T A B L A VIII 

REPRODUCTIBILIDAD INTERENSAYO 

cprn/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 

(X±SD) 503,4+79,9 

Coeficiente de variación: 15,87» 

Reproductibilidad interensayo. Valores de acti­

vidad prolil-hidroxilasa en tejido hepático de 

una misma rata en 10 ensayos sucesivos efectua­

dos en el transcurso de un año. 
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2. DETERMINACIÓN SÉRICA DEL PÉPTIDO AMINOTERMI^; 

NAL DEL PROCOLAGENO TIPO III (P-III-P). 

2.1. RADIOINMUNOANALISIS. 

La determinación en suero del péptido ami­

noterminal del procolágeno tipo III (P-III-P) 

se efectuó utilizando un kit de radioinmunoaná-

lisis (Calbiochem-Berhing-Corp.). Esta técnica 

básicamente consiste en un radioinmunoanálisis 

de no equilibrio con una primera incubación del 

antígeno frió y el anticuerpo de 24 horas, se­

guida de una segtonda incubación de 2 horas con 

el antígeno marcado. La separación de las fases 

libre y ligada al anticuerpo se realizó por el 

método del segundo anticuerpo. Este se añadió 

al medio de incubación y después de una incuba­

ción de 20 minutos se centrifugó a 1.500 x g 

durante otros 20 minutos, para precipitar la fa­

se ligada al anticuerpo. Seguidamente se decantó 

el sobrenadante con la fase libre y se contó el 

precipitado en un contador de centelleo sólido 

(Abbott ANSR Modelo 70403). Todo el proceso se 

realizó a 4 2 c . 

La casa comercial del kit recomienda prac­

ticar sistemáticamente varios puntos de dilución 
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de cada suero problema y utilizar como fiables 

únicamente aquellos valores de dilución próximos 

al B ^ Q ( B / B Q al .50%) de la curva patrón, ya que 

las curvas de dilución de las muestras problema 

no son paralelas a la curva patrón. 

En la presente tesis Doctoral se ha intro­

ducido una modificación de la técnica anterior 

añadiendo un lavado del precipitado con agua des­

tilada después de la centrifugación, procediendo 

luego a centrifugarlo de nuevo. Con esta modifi­

cación, el ligado inespecífico disminuye y las 

curvas de dilución de las muestras problema re­

sultan paralelas a la curva patrón (fig.1 0 ) . 

A pesar de esta modificación, en nuestro 

estudio, no pudo evitarse la práctica de dilu­

ciones sistemáticas en los sueros problema. Ello 

fue debido a que la concentración sérica de 

P-III-P en el grupo de pacientes hepatópatas- es­

tudiados fue a menudo elevada y por tanto dichas 

concentraciones n» quedaban incluidas en las del 

intervalo de la curva patrón. En cada suero pro­

blema se efectuaron cuatro puntos de dilución. 
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2.2. VALIDACIÓN DEL MÉTODO. 

2.2.1. PRECISIÓN. 

2.2.1.1. INTRAENSAYO. 
Se realizaron simultáneamente diez deter­

minaciones de dos sueros humanos, uno proceden­
te de un paciente con un hígado normal y otro 
procedente de un hepatópata. Los valores de 
P-III-P fueron (X j; SD) (7,38 + 0,30 ng/ml y 
3^s9 i 3,21 ng/ml, respectivanente). El coefi­
ciente de variación osciló entre 4,06% y 9,19% 
respectivamente (tabla IX). 

2.2.1.2. INTERENSAYO. 
Se utilizaron alícuotas de un suero hxama-

no, conservadas a -206 C durante seis meses. En 
diez ensayos sucesivos se incluyó una de dichas 
alícuotas, obteniéndose un coeficiente de varia­
ción del 11% (X=14,76 + 1,72 ng/ml) (tabla X ) . 

2.2.2. SENSIBILIDAD. 
La sensibilidad del método se calculó co­

mo la mínima concentración de patrón que se dis­
tinguió dos desviaciones standard del patrón "O" 
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T A B L A IX 

REPRODUCTIBILID.<\D INTR.\ENSAYO 

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 Muestra 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 i SD: .7,33 i 0,3 34,9 
Coeficiente . 
de variación: 4,06% 9,19% 

Reproductibilidad intraensayo. Valores de P-III-P 
sérico en dos pacientes (A) normal (B) hepatópata. 
El ensayo se efectuó diez veces en cada uno de los 
dos sueros. 
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T A B L A X 

X í SD 14,76 ± 1,72 

Coeficiente 
de variación: 117» 

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

REPRODUCTIBILID.^ INTERENSAYO 

ng/ml 

Muestra 1 16 
Muestra 2 13 
Muestra 3 12,3 
Muestra 4 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 
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y fue de 0,23 ng/ml. 

2.2.3. EXACTITUD. 

La exactitud del ensayo se estudió deter­

minando el porcentaje de recuperación (296) de 

xma muestra de suero de concentración conocida 

(34,2 ng/ml) a la que se añadió una determinada 

cantidad de patrón (16 ng/ml). Este porcentaje 

de recuperación fue del 100,47.. 
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3. ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE lA BIOPSIA HEPÁTICA. 

3.1. DIAGNOSTICO HISTOLÓGICO. 

Para el análisis histológico se utiliza­

ron dos tercios del espécimen de la biopsia he­

pática obtenida en cada paciente. Todas las biop-

sias fueron fijadas en formol al 47» y posterior­

mente incluidas en parafina. Los especímenes se 

cortaron en secciones de 5 mieras de grosor y 

fueron teñidos con hemetoxilina y eosina, reti-

culina y tricrómico de Masson. Las biopsias fue­

ron examinadas bajo código por un mismo obser­

vador y se clasificaron en las siguientes cate­

gorías: 1). Hígado normal o cambios mínimos ines'-

pecíficos, 2). Esteatosis, cuando se apreciaron 

múltiples vacuolas grasas sobre un hígado de ar­

quitectura normal, 3). Fibrosis, cuando se obser­

varon grados variables de fibrosis portal con o 

sin vacuolas grasas, 4). Hepatitis alcohólica, 

si habían focos de necrosis celular e infiltra­

ción polinuclear. La presencia de hialina de Ma-

llory no se consideró indispensable para el diag­

nóstico, y 5). Cirrosis hepática, cuando se ob­

servaron nodulos de regeneración rodeados por 

tractos fibrosos. 
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3.2. INTENSIDAD DE L.\ FIBROSIS. 

En todas las biopsias se estableció una 

gradación de la fibrosis de O a 3 + examinando 

las preparaciones teñidas con tricrómico de Ma-

sson. El grado O se aplicó cuando no existía 

.fibrosis, una + cuando existía una moderada es­

clerosis portal, dos + si se observó una prolon­

gación de los espacios porta hacia el parénqui­

ma en forma de tractos fibrosos, y tres + cuan­

do existían septos conectivos que unían espacios 

porta entre sí o con áreas centrolobulillares 

y cuando había una cirrosis. 

3.3. OTRAS ALTERACIONES HISTOLÓGICAS. 

En las biopsias de los pacientes sin ci­

rrosis hepática, se analizó la presencia de fi­

brosis sinusoidal, lipocitos, hialina de Mallo­

ry, necrosis lobulillar, portitis, esteatosis y 

colestasis tisular. 
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4. C A L C U L O E S T A D Í S T I C O . 

Los cálculos se realizaron en un computa­
dor Hewlett-Packard 9845 B (Hewlett-Packard Com­
puter División. 3404 East Harmony Road, Fort Co-
llins. Colorado 80525) especialmente programado 
para la resolución de problemas estadísticos. 
Los tests utilizados han sido obtenidos de la 
referencia (297). 

Para la comparación de dos proporciones 
se utilizó el método de la x2 (tablas 2 x 2 ) 
con la corrección 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 inferior a 3. 

En la comparación de dos. medias se compro­
bó primero su distribución normal mediante el 
test de Kolgomorov y la igualdad de variancias 
mediante el coeficiente de Snedecor, Al no cxsm-

plirse las condiciones de aplicación 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 Wílcoxon para datos 
apareados. 

En la comparación de un carácter cuanti­
tativo con un carácter cualitativo con más de 
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dos categorías continuas se empleó el test de 
Kruskal-Wallis. 

El estudio de la relación entre dos varia­
bles cuantitativas se realizó mediante el cálcu­
lo del Coeficiente de Regresión. 

La sensibilidad se definió como el porcen­
taje de positivos entre los que tenían enferme­
dad. La especificidad como porcentaje de negati­
vos entre los que no la tenían y la precisión 
diagnóstica como el porcentaje de resultados 
verdaderos. 
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B). R E S U L T A D O S 

1. ANÁLISIS HISTOLÓGICO DE LA BIOPSIA HEPÁTICA 

EN LA HEPATOPATÍA ALCOHÓLICA. 

1.1. DIAGNOSTICO HISTOLÓGICO. 

Los criterios histológicos definidos ante-

riormente permitieron clasificar a los 60 pacien­

tes alcohólicos crónicos en seis grupos. El primer 

grupo estuvo constituido por 7 pacientes (11,770) 

con u¡\ hígado histológicamente normal. Seis pa­

cientes (107.) tenían una esteatosis hepática. En 

10 pacientes (16,67») el análisis histológico de­

mostró la existencia de una fibrosis con mayor o 

menor grado de esteatosis. Doce pacientes (207o) 

cximplían los criterios de hepatitis alcohólica 

sin cirrosis y en 7 pacientes (11,77») además de 

la hepatitis alcohólica había una cirrosis hepá­

tica. Finalmente en 18 pacientes (307o) se diag­

nosticó una cirrosis hepática sin otras anomalías. 

La distribución de los pacientes según estos gru­

pos histológicos se expresa en la tabla XI. 

1.2 . INTENSIDAD DE LA FIBROSIS. 

La extensión de la fibrosis hepática fue 

valorada intencionadamente según los criterios 
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T A B L A XI 

DISTRIBUCIÓN DE LOS PACIENTES SEGÚN EL DIAGNOS-
TICO HISTOLÓGICO DE LA BIOPSIA HEPÁTICA.. 

m 7c 
Hígado histológicamente normal 7 11,7 
Esteatosis 6 10 
Fibrosis 10 16,6 
Hepatitis alcohólica 12 20 
Cirrosis con hepatitis alcohólica 7 11,7 
Cirrosis 18 30 

TOTAL 60 100 7o 
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ya expuestos anteriormente. Este análisis his­
tológico de la fibrosis reveló que 10 biopsias 
(16,67o) no tenían fibrosis, 11 biopsias (18,37o) 

tenían fibrosis grado 1, 10 biopsias grado 2 

(l&,67o) y 29 biopsias (48,37o) fibrosis grado 3 . 

Estos resultados se encuentran resijmidos en la 
tabla XII. 

1.3 . OTRAS ALTERACIONES HISTOLÓGICAS. 
En aquellos pacientes que no presentaban 

cirrosis hepática se analizó la existencia o no 
de otras características histológicas como fi­
brosis sinusoidal, lipocitos, hialina de Mallo­
ry, necrosis lobulillar, portitis, colestasis. 
y esteatosis (tabla XIII). En 19 pacientes (54,27») 

existió fibrosis sinusoidal en la biopsia hepá­
tica. Se constató la existencia de lipocitos en 
las biopsias de 12 pacientes (34,37,). En 9 pa­
cientes (25,77o) se evidenció hialina citoplas-
mática de Mallory en la biopsia hepática. En 20 

pacientes (57,17.) existían fenómenos de necrosis 
lobulillar. Otros 20 pacientes (57,17o) presen­
taron signos de inflamación portal y 25 pacien­
tes (71,47o) esteatosis. Sólo 2 pacientes (5,77o) 

presentaron signos de colestasis tisular. 
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T A B L A XII 

VALORACIÓN HISTOLÓGICA DE LA FIBROSIS HEPÁTICA 

NQ pacientes Z 

Fibrosis O 10 16,6 
Fibrosis 1 11 18,3 
Fibrosis 2 10 16,6 
Fibrosis 3 29 48,3 

TOTAL 60 100 % 
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T A B L A XIII 

DIVERSAS C A R A C T E R Í S T I C A S H I S T O L Ó G I C A S A N A L I Z A ­

D A S EN LA H E P A T O P A T Í A A L C O H Ó L I C A NO C I R R O T I C A . 

NQ biopsias "U 

(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 HEPÁTICO EN LA HEPATOPATÍA ALCOHÓLICA. 

2.1. VARIACIONES DE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXI­
LASA HEPÁTICA SEGÚN EL DIAGNOSTICO HISTOLÓGICO. 

La actividad prolil-hidroxilasa hepática 
de los pacientes alcohólicos crónicos osciló en­
tre 229 cpm/mg y 3389 cpm/mg (tabla XIV). En las 
biopsias que no tenían anomalías histológicas la 
actividad PH-asa fue de 581 ± 66 cpm/mg (X ± ESM), 
en las que tenían esteatosis como única altera­
ción la actividad fue de 724 ± 146 cpm/mg. En las 
biopsias con hepatitis alcohólica aislada la ac­
tividad PH-asa fue de 842 í 155 cpm/mg. Los va­
lores más elevados de actividad prolil-hidroxi­
lasa se obtuvieron en el tejido hepático que mos­
traba una mayor intensidad de la fibrosis ya que 
en las biopsias diagnosticadas de fibrosis la ac­
tividad PH-asa fue de 1170 í 177 cpm/mg, y en las 
diagnosticadas de cirrosis con y sin hepatitis 
alcohólica fue de 1158 + 145 cpm/mg y 1133 + 177 
cpm/mg, respectivamente (fig.11). 

' Existieron diferencias estadísticamente 
significativas en los niveles de la actividad P H -

asa hepática de las biopsias normales (581 í 66 
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Paciente P H - 3 s a (cpm/m?) P-III-? (m/ml) Diagnóstico hi; 

ne 1 738 15 Hígado noTT 
nfi 2 643 11 ti 
nfi 3 595 5 ti 
nS 4 270 10 it 

n2 5 553 7 «1 

nfi 6 469 — it 
ne 7 799 — 11 
nS 8 303 17 E s t e a t o s l 
ne 9 902 — II 

ne 10 344 17 11 

ne 11 704 — II 

ne 12 848 • 9 II 

nc 13 1243 10 11 

nB 14 2175 42 F i b r o s i s 
ne 15 2042 18 it 
nfi 16 995 39 II 

nC 17 1026 11 11 

nfi 18 573 13 II 

nC 19 547 14 H 

nfi 20 698 30 If 

nfi 21 1094 7 It 

nfi 22 1168 21 II 

nfi 23 1384 11 II 

nfi 24 1423 33 H e p a t i t i s Ale 
nfi 25 360 14 n 
nfi 26 762 19 II 

nfi 27 772 26 II 

nfi 28 1996 91 II 

nfi 29 542 15 11 

nfi 30 1513 34 II 

nfi 31 845 14 II 

nfi 32 229 14 It 

nfi 33 708 15 II • 

nfi 34 639 18 II 

nfi 35 314 28 H 

nfi 36 610 29 C i r r o s i s + H . : 
nfi 37 1763 74 II 

nfi 38 1249 40 II 

nfi 39 845 68 II 

nfi 40 1473 — II 

nS 41 • 1142 30 It 

nfi 42 1022 35 « 
nfi 43 518 19 C l r r o s t 
nfi 44 873 15 I I ' 

nfi 45 482 38 II 

nfi 46 893 24 II 

nfi 47 759 27 II 

nfi 48 1180 36 1» 

nfi 49 713 20 It 

nfi 50 805 12 II 

nfi 51 2078 24 II 

nfi 52 525 34 II 

nfi 53 1503 — II 

nfi 54 1156 — It 

nfi 55 230 16 It 

nfi 56 1073 25 II 

nfi 57 3389 34 II 

nfi 58 1273 28 II 

nfi 59 2074 . 20 II 

r9 60 873 18 It 



- 1 6 3 -

J 
J 
D X 
D 
O 

i 

O 

a. 
LU 
X 
< 
. J 
z 
LU 
< 
ü 
< 
Q. 
01 
X 

I • !• • • 

• • • I » • • • • • • 

• I 

< I + 
I 
ü 

X 
ü 

< 

o 
o" 
V 
a 

o 
d V a 

>• • • • 

X 
o 
Q 

I 

O 
a 
a 

CL o 

—r 
o o o o O O O 

LU 

O O 
00 

10 O O" V 
a 

• I - z _ J _ J 

o o 
<0 

o o 
r O O 



-169-

cpin/ing) 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 t 177 cpm/mg, p<0,05) V con las 
biopsias que además de la cirrosis tenían \ma 

hepatitis alcohólica (1158 ± 145 cpm/mg, p<0,01). 
Aunque los niveles medios de actividad PH-asa 
fueron más elevados en las biopsias con estea­
tosis y con hepatitis alcohólica sin cirrosis 
que en el grupo de alcohólicos con hígado normal, 
no se hallaron diferencias significativas. 

Considerando como límite superior de la 
normalidad de actividad PH-asa hepática el más 
elevado hallado en el grupo de alcohólicos con 
hígado normal, se pudo establecer que el 33,3% 
de las biopsias con hepatitis alcohólica aislada, 
el 50% con esteatosis, el 66,6% con cirrosis ais­
lada, el 70% con fibrosis y el 71,4% con cirro­
sis y hepatitis alcohólica tenían unos niveles 
de PH-asa hepática elevados. 

2.2. RELACIÓN ENTRE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXI­
LASA HEPÁTICA Y LA INTENSIDAD DE LA FIBROSIS. 

Existió un incremento progresivo de los va­
lores de la actividad prolil-hidroxilasa en las 
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blopsias a medida que lo hacía la severidad de 
la fibrosis hepática. Los 10 pacientes que no 
presentaban fibrosis en la biopsia hepática tu­
vieron valores de actividad prolil-hidroxilasa 
hepática de 655 í 90 cpm/mg (X + ESM). Los ni­
veles de actividad prolil-hidroxilasa hepática 
en los 11 pacientes con fibrosis grado 1 fueron 
de 756 ± 9 9 , en los 10 pacientes con fibrosis 
grado 2 de 983 ± 1 7 8 cpm/mg y en los 29 pacien­
tes con fibrosis grado 3 , de 1173 i 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-asa entre 
las biopsias con fibrosis grado 3 y fibrosis gra­
do 1 (p<0,05), y con fibrosis grado 3 y sin fi­
brosis (p<0,05). 

2.3. RELACIÓN ENTRE ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXIL.\SA 
HEPÁTICA Y OTRAS ALTERACIONES HISTOLÓGICAS. 

Se analizó la posible relación entre los 
niveles de actividad de la prolil-hidroxilasa 
hepática y otras lesiones histológicas. No exis-
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tieron diferencias en los niveles de actividad 

hepática de la prolil-hidroxilasa entre aquellos 

pacientes que presentaban fibrosis sinusoidal en 

la biopsia hepática (19 pacientes) y aquellos 

que no la presentaban (16 pacientes) (X t ESM) 

(887 + 124 frente a 870 + 130 cpm/mg). Los pa­

cientes que tenían lipocitos en la biopsia hepá­

tica (12 pacientes) tampoco tuvieron valores dis­

tintos de actividad de la enzima frente a aque­

llos que no tenían (23 pacientes) (884 + 160 

frente a 878 t 110 cpm/mg). La existencia de 

cuerpos hialinos de Mallory en la biopsia hepá­

tica (9 pacientes) no se acompañó de diferencias 

en la actividad prolil-hidroxilasa hepática fren­

te a los pacientes alcohólicos que no tenían es­

ta lesión histológica (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 hepática entre los pa­

cientes que tenían fenómenos de necrosis celular 

(20 pacientes) y aquellos que no los tenían (15 

pacientes) (851 í 118 frente a 930 í 138 cpm/mg), 

ni entre los pacientes qué tenían signos de in­

flamación portal (20 pacientes) y aquellos que 

no los tenían (15 pacientes) (963 t 116 frente 
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766 i 147 cpm/mg), ni tampoco existieron dife­
rencias en los niveles de actividad de esta en­
zima hepática entre los pacientes que presenta­
ban esteatosis hepática (25 pacientes) y aque­
llos que no la presentaban (10 pacientes) (871 
± 100 frente a 944 + 194 cpm/mg). En las dos 
biopsias con colestasis tisular los niveles de 
PH-asa hepática fueron de 360 y 344 cpm/mg. 
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3. CONCENTRACIÓN SÉRICA DEL PÉPTIDO AMINOTERMI-
NAL DEL PROCOLAGENO TIPO III (P-III-P) EN LA 
H E P A T O P A T Í A A L C O H Ó L I C A . 

Se incluyó en el estudio un grupo control 
compuesto po 30 sujetos sanos de edad y sexo 
similares al grupo de pacientes alcohólicos es­
tudiados. Los niveles séricos de P-III-P en es­
te grupo control fueron (X + SD) (9,5 + 2,1 
ng/ml) y se estableció como límite superior de 
normalidad a 13,7 ng/ml que corresponde a la 
media mas dos desviaciones standard. 

3.1. VARIACIONES DE LA CONCENTRACIÓN SÉRICA DE 
P-III-P SEGÚN EL DIAGNOSTICO HISTOLÓGICO. 

En 53 de los 60 pacientes incluidos en el 
estudio clínico de esta tesis doctoral, se deter­
minó la concentración sérica del P-III-P cuyos 
valores se detallan en la tabla (XIV). Los va­
lores del P-III-P en los pacientes alcohólicos 
oscilaron entre 5 y 91 ng/ml. La media de P-III-P 
en los pacientes alcohólicos fue significativa­
mente más 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 
(79,37o) alcohólicos presentaron valores elevados 
de P-IXI-P sérico, uno de los cinco pacientes 
(20%) con hígado histológicamente normal, dos 
de los cuatro pacientes (50%) con esteatosis, 
seis de los diez pacientes (607o) con fibrosis, 
21 de los 22 pacientes (95,5%) con cirrosis he­
pática y los 12 pacientes (100%) con hepatitis 
alcohólica. Los valores séricos de P-III-P fue­
ron analizados de acuerdo con el diagnóstico 
histológico (fig.13). Los cinco pacientes con 
hígado histológicamente normal presentaron va­
lores séricos de P - I I I - P de (X ± ESM) 9,6 ± 1,7 

ng/ml. Los cuatro pacientes con esteatosis tu­
vieron una concentración sérica de P - I I I-P de 
13,2 ± ' 1,8 ng/ml. En los diez pacientes con 
fibrosis los niveles séricos de P - I I I - P fueron 
de 20,6 t 3,5 ng/ml. Los doce pacientes con he­
patitis alcohólica tuvieron valores de P - I I I - P 

de 26,7 t 5,7 ng/ml. Los 16 pacientes con ci­
rrosis sola presentaron niveles séricos de 
P - I I I - P de 24,4 ± 1,9 ng/ml y los seis pacien­
tes con cirrosis y hepatitis alcohólica de 
4 6 + 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 alcohólicos con hígado normal 
(9,5 - 0,7 y 9,6 - 1,7 ng/ml p: ns). Tampoco 
se observaron diferencias significativas entre 
los niveles de P-III-P de los pacientes con es-r 

teatosis y de los pacientes con fibrosis con 
los que tenían un hígado normal, aunque la me­
dia de P-III-P de los pacientes con esteatosis 
(13,2 i 1,8 ng/ml) y con fibrosis (20,6 + 3,5 
ng/ml) fue mas elevada. Por el contrario se ob­
servaron diferencias significativas entre los 
niveles de P-III-P de los pacientes con histolo­
gía normal y los diagnosticados de hepatitis al­
cohólica (26,7 ± 5,7 ng/ml p<0,01) cir rosis he­
pática aislada (24,4 ± 1,9 ng/ml p<0,001) y ci­
rrosis con hepatitis alcohólica ( 4 6 ^ 8 ng/ml 
p<0,01). 

Los pacientes con hepatitis alcohólica 
asociada a una cirrosis son los que presentaron 
valores más 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 histológicos incluido el grupo 
de cirrosis aisladas con el que también se es-
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tablecieron diferencias significativas (p<0,01). 
Se analizó la fiabilidad de la determina­

ción sérica del P-III-P, con objeto de detectar 
los pacientes alcohólicos con hepatopatía de 
aquellos que no la presentaban. La mayoría de 
pacientes alcohólicos con lesión hepática (77%), 
tenían elevados los niveles de P-III-P, hecho 
que solo se observó en un alcohólico crónico 
sin lesión hepática (20%). Estos resultados in­
dican que el P-III-P tiene una sensibilidad del 
77%,, una especificidad del 80%, y una precisión 
diagnóstica de lesión hepática en los alcohóli­
cos crónicos del 77%. 

3.2. RELACIÓN ENTRE LA CONCENTRACIÓN SÉRICA DE 
P-III-P,Y LA INTENSIDAD DE LA FIBROSIS. 

Los niveles séricos del P-III-P, se encon­
traron progresivamente más elevados cuando au­
mentaba la intensidad de la fibrosis en el te­
jido hepático. 

Los 7 pacientes sin fibrosis en la biopsia 
hepática presentaron niveles séricos de P-III-P 
de (X i 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 i 3 ng/ml 
y en los 26 pacientes con fibrosis grado 3 de 
32,2 i 3,7 ng/ml. Existió una correlación 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. RELACIÓN ENTRE LOS NIVELES SÉRICOS DE P-III-P 
Y OTRAS ALTERACIONES HISTOLÓGICAS. 

En los pacientes sin cirrosis se analiza­
ron los niveles séricos del P-III-P en relación 
con otras lesiones o hallazgos histológicos. 
Los 19 pacientes con fibrosis sinusoidal presen­
taron niveles séricos de P-III-P significativa­
mente superiores a los que presentaron los 12 
pacientes sin fibrosis sinusoidal (X + ESM) 
(23,8 + 4 frente a 14,5 + 2,9 ng/ml, p< 0,01) 
(fig.l5). De igual forma se observó que los 12 
pacientes alcohólicos con lipocitos en la biop­
sia presentaron niveles significativamente su­
periores a los de los 19 pacientes alcohólicos 
sin lipocitos (27,8 i 6 frente a 13,7 i 1,2 ng/ml 
p<0,05) (fig.l6) y que los 9 pacientes con cuer­
pos hialinos de Mallory en la biopsia hepática 
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también presentaron niveles del péptido amino­
terminal del procolágeno tipo III significati­
vamente superiores a aquellos que no los presen­
taban (22 pacientes) (29,5 + 7,6 frente a 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 
ios 11 sin necrosis lobulillar (13,8 t 2 frente 
a 22,3 t A ng/ml), ni entre los 19 pacientes con 
o los 12 sin signos de portitis (23,2 t 4,2 fren­
te a 16,6 i 2,7 ng/ml), ni entre los 23 pacien­
tes con y los 8 sin esteatosis (22,3 í 3,6 fren­
te a 14,5 i 2,3 ng/ml). Los 2 pacientes que pre­
sentaron colestasis tisular tenían unos niveles 
de P-III-P de 14 y 17 ng/ml. (tabla XV). 

Se analizó si existía una asociación entre 
la presencia de fibrosis portal y fibrosis si­
nusoidal con el resto de lesiones histológicas. 
La fibrosis portal se asoció con la existencia 
de fibrosis sinusoidal ya que 19 de los 26 par 
cientes (73%) con fibrosis portal también tenían 
fibrosis sinusoidal lesión que no se observó en 
ninguno de los siete pacientes sin fibrosis por­
tal (Test de Fisher, p=0,0008) (tabla XVI). La 
presencia de necrosis lobulillar, lipocitos. 
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cuerpos hialinos de Mallory, inflamación portal, 
esteatosis y colestasis era independiente de"la 
existencia de fibrosis en los espacios porta. 

Por el contrario, la fibrosis sinusoidal 
se relacionó con la existencia de lipocitos ya 
que todos los pacientes con lipocitos tenían fi­
brosis sinusoidal, hecho que solo se observó en 
7 biopsias (337c) sin lipocitos (X^=13,89 p < 0,001). 
También se observó una asociación entre la pre­
sencia de hialina de Mallory y la fibrosis sinu­
soidal ya que todos los pacientes con hialina de 
Mallory tenían fibrosis en los sinusoides, le­
sión que sólo presentaron 10 pacientes (41,67o) 

que no tenían hialina de Mallory (X''=9,44 (Mo­
dificación de Yates) p < 0,001). La existencia de 
necrosis lobulillar también fue más frecuente en ' 
las biopsias con fibrosis sinusoidal ya que se 
observó en 15 pacientes (78,97») con fibrosis si­
nusoidal y por el contrario en 42,87, de los pa­
cientes sin fibrosis sinusoidal (X^=4,53 p<0,05) 
(tabla XVI). 
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4. RELACIÓN ENTRE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXI­
LASA HEPÁTICA Y LA CONCENTRACIÓN SÉRICA DEL PÉP­
TIDO AMINOTERMINAL DEL PROCOLAGENO TIPO III EN 
LA HEPATOPATÍA ALCOHÓLICA. 

Existió tma relación lineal directa entre 
la actividad de la prolil-hidroxilasa hepática 
y los niveles séricos del péptido aminoterminal 
del procolágeno tipo III en los pacientes con 
una hepatopatía alcohólica (r:0,41j p<0,01) 
(fig.18). 

5. ANÁLISIS DE LA ACTIVIDAD PROLIL-HIDROXILASA 
Y DE LA CONCENTRACIÓN SÉRICA DEL PÉPTIDO AMINO­
TERMINAL DEL PROCOLAGENO TIPO III EN LOS Pi^IEN-
TES CON HEPATITIS ALCOHÓLICA. 

En los pacientes con hepatitis alcohólica 
sola (12 pacientes) o asociada a cirrosis (7 pa­
cientes) se analizaron especialmente los niveles 
•de actividad prolil-hidroxilasa hepática y los 
de P-III-P sérico en relación a la intensidad 
de la fibrosis. Los niveles de actividad prolil-
hidroxilasa hepática 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 154 cpm/mg, p<0,05) 
(fig.19). También existió 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). Además se observó \ana corre­
lación lineal directa altamente significativa 
entre los niveles de actividad prolil-hidroxila­
sa hepática y los niveles séricos del péptido 
aminoterminal del procolágeno tipo III en los 9 
pacientes con hepatitis alcohólica analizados 
(r=0,75, p<0,001) (fig.21). 
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D I S C ü S I O N 

La prolil-hidroxilasa es una enzima que 

interviene en la síntesis del colágeno y es la 

encargada de hidroxilar la prolina en las cade-' 

ñas proalfa del procolágeno. Ya que esta enzima 

forma parte del proceso de síntesis del coláge­

no, es lógico pensar que la determinación de su 

actividad en tejido hepático sería un índice de 

fibrogénesis hepática tal como ha sido referi­

do en algunos estudios. 

En esta Tesis se demuestra que la activi­

dad prolil-hidroxilasa hepática (PH-asa)- se ha­

lla atmentada en el 58,5% de los pacientes con 

una hepatopatía alcohólica, en comparación a 

los niveles de actividad PH-asa observados en 

los pacientes alcohólicos sin lesiones hepáti­

cas. Esto ocurrió en el 33% de los pacientes 

con hepatitis alcohólica, en el 50% de los pa­

cientes con esteatosis, en-el 70% de los pacien­

tes con fibrosis, en el 66,6% de las cirrosis 

y el 71,47o de las cirrosis con hepatitis alco­

hólica. La actividad prolil-hidroxilasa hepáti­

ca estuvo particularmente elevada en los pacien-
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tes con fibrosis y cirrosis. En los pacientes 
con esteatosis y hepatitis alcohólica sin ci­
rrosis, la actividad prolil-hidroxilasa también 
fue superior, aunque no significativamente, cuan­
do se comparó con los alcohólicos sin lesión he­
pática. 

En general estos resultados son similares 
a los observados por otros autores que han de­
terminado la actividad prolil-hidroxilasa en el 
tejido hepático de pacientes alcohólicos cróni­
cos (242-245,248,249,298,299). Sin embargo en 
algunos casos es difícil establecer equivalen­
cias ya que los valores obtenidos se comparan 
en unos casos con la actividad enzimática de con­
troles sanos no alcohólicos y en otros con la 
de alcohólicos sin lesiones hepáticas. Otros fac­
tores que dificultan esta comparación son las mo­
dificaciones efectuadas en el método para la de­
terminación de la PH-asa y la forma de expresar 
los resultados. De todos modos los ocho estudios 
que determinan la actividad prolil-hidroxilasa 
hepática en pacientes alcohólicos indican que 
existe un aumento de la actividad enzimática, 
especialmente en los pacientes con hepatitis al­
cohólica y cirrosis activas (tabla XVII). También 
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se ha encontrado un axamento de la actividad pro­
lil-hidroxilasa hepática en las hepatopatías de 
origen no alcohólico, si bien han sido menos es­
tudiadas y las series suelen ser más cortas (243, 
245-247,299,300). 

Un dato importante a considerar en esta Te­
sis es la gran superposición de valores de PH-asa 
cuando se compararon los diferentes grupos his­
tológicos como se puede observar en la figura 11, 
por lo que la medición de la actividad PH-asa no 
puede utilizarse para distinguir los distintos 
tipos de lesión hepática alcohólica. 

Estas observaciones son parecidas a las re-
cojtdas por otros autores especialmente en los 
estudios de Mezey (244) y Me Phie (249). Este he­
cho indica que dentro de cada tipo de lesión his­
tológica existe una amplia variabilidad en cuan­
to a la actividad fibrogénica en cada paciente» 
Sin embargo en esta Tesis,se demuestra que las 
variaciones de la actividad PH-asa hepática es­
tuvieron directanente relacionadas con el grado 
de fibrosis hepática ya que se observó un incre­
mento escalonado de la PH-asa al aumentar la fi­
brosis. En las biopsias sin-fibrosis la.PH~asa 
era de (X + ESM) 655 t 50 cpm/mg, en las biopsias 
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cotí fibrosis grado 1 de 756 i 99- cpm/mg, en aque­
llos con fibrosis grado 2 de 983 t 178 cpm/mg y 
en aquellos con fibrosis grado'3 de 1173 i 125 
cpm/mg (fig,12). De todas formas también se ob­
servó que existía una gran variabilidad de los 
niveles de PH-asa en relación a la cantidad de 
fibra en el tejido hepático por lo que es pro­
bable que existan otros fenómenos cpe puedan fa­
vorecer la actividad"PH-asa. En esta Tesis se ha 
analizado si la presencia de necrosis celular, 
signos de inflamación .portal, o la existencia de 
hialina de Mallory o lipocitos en la biopsia he­
pática estaban relacionados con la actividad 
PH-asa y no se ha observado que estas lesiones 
modificaran los niveles de actividad fibrogéni­
ca hepática. No se puede ser concluyante en es­
tas observaciones ya que en otras patologías co­
mo la hepatopatía que pueden presentar los pa­
cientes obesos- sometidos a una derivación intes­
tinal (hepatopatía que es casi indistinguible 
a la que presentan los pacientes con hepatitis 
alcohólicas) se han encontrado hallazgos dife­
rentes, Así Mezey et al' (301) determinaron los 
niveles de actividad PH-asa en 10 pacientes obe­
sos sometidos a una'derivación yeyuno-ileal y 
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observaron que los niveles de actividad PH-asa 
aumentaron sólo 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 alcohólica, uno con niveles de acti­
vidad PH-asa similar a la de los alcohólicos 
sin lesiones hepáticas (8 pacientes) y otro con 
niveles elevados (4 pacientes) respecto a los 
pacientes alcohólicos con histología normal. Es­
te hecho podría ser debido a varios factores." El 
primero a considerar es el tiempo de abstinencia. 
Aimque prácticamente todos los pacientes ingi­
rieron bebidas alcohólicas hasta poco antes de 
ingresar en el hospital, transcurrieron aún 10 
días desde el ingreso hasta la práctica de la 
biopsia hepática que podrían haber influido en 
la disminución de la actividad PH-asa en estos 
pacientes como refirió Mezey et al (244) en un 
estudio en que encuentra una disminución de la 
actividad PH-asa en 16 pacientes afectos de una 
hepatopatía alcohólica transcurridas 5 semanas 
de la primera determinación. En nuestro estudio 
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tio obstante no creemos que este fuera el único 

motivo ya que tocios los pacientes estuvieron so­

metidos a las mismas condiciones y el tiempo 

transcurrido hasta la realización de la biopsia 

fue muy inferior a 5 semanas» La escasa activi­

dad PH-asa en los ocho pacientes con hepatitis 

alcohólica aislada indicaría la inclusión de 

hepatitis alcohólicas con poca actividad fibro­

génica. En -un estudio reciente efectuado por 

"nosotros (302) en el que se analizaba la evolu­

ción histológica de 26 pacientes con hepatitis 

alcohólica aislada, durante un periodo de tiem­

po que oscilaba entre 1 y 3 años se observó que 

aproximadamente un tercio de los pacientes te­

nían una cirrosis hepática y que casi el 40% de 

los pacientes habían resuelto su lesión induci­

da por el alcohol. En este estudio se observó 

que la persistencia de ingesta alcohólica así 

como la pertenencia al sexo femenino fueron con­

diciones que influyeron en la mala evolución de 

la hepatitis alcohólica hacia la cirrosis. El 

conocimiento de los niveles de PH-asa en estos 

pacientes quizás hubiera podido ser un buen in­

dicador de la mala evolución de la hepatitis al­

cohólica. De hecho evolucionaron desfavorablemente 
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los pacientes que siguieron bebiendo alcohol y 
presumiblemente eran aquellos con niveles de 
lactato elevados en el suero. A esta última 
substancia se le ha imputado un efecto fibrogé-
nico. Así se ha demostrado que los pacientes con 
cirrosis alcohólica y aquellos con hepatitis al­
cohólica presentan niveles de ácido láctico ele­
vados independientemente de los niveles de al-
coholemia directamente relacionados con los ni­
veles séricos y hepáticos de prolina (18) . En 
estos pacientes también se ha observado un aumen­
to del depósito hepático de prolina y un aumen­
to del depósito hepático de colágeno (206). Por 
otro lado se sabe que el ácido láctico incremen­
ta, en un cultivo de fibroblastos, la agregación 
de monómeros inactivos de prolil-hidroxilasa en 
tetrámeros activos (253). Tanto el incremento 
de la actividad enzimática (prolil-hidroxilasa) 
como del sustrato (prolina) podrían facilitar 
la síntesis de colágeno. Es posible que otros 
factores todavía desconocidos puedan influir so­
bre la capacidad fibrogénica hepática. Es cono­
cido que los pacientes alcohólicos crónicos tienen 
ciertas deficiencias de algunos oligoelementos 
como el zinc, que interviene como cofactor en 
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muchas reacciones enzimáticas, 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 añadía a la dieta, ya que las ratas que reci­

bían zinc presentaron una disminución del aciSmu-

lo de colágeno en el hígado. Estos autores suge­

rían que el zinc podría tener un efecto inhibito­

rio sobre la hidroxilación de la prolina. En un 

análisis efectuado en un grupo de alcohólicos 

crónicos se ha demostrado una reducción de los 

niveles plasmáticos de zinc en aquellos pacien­

tes con mayor grado de lesión hepática (cirróti-

cos y hepatitis alcohólica) y que además existía 

una relación lineal inversa entre la actividad 

prolil-hidroxilasa y los niveles de zinc plasmá­

ticos. Si bien aún no disponemos de los niveles 

de zinc en tejido hepático, estos resultados apo­

yarían la hipótesis de que el zinc podría influir 

en la capacidad fibrogénica hepática y explicaría 

que algunos defectos nutricionales serían 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 alcohólica tenían una mayor ac-
ticidad PH-asa hepática 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 alcohólicas ya que Mezey in­
cluía pacientes que tenían una hepatitis alcohó­
lica y cirrosis simultáneamente. 

. En dos estudios previos, realizados en pa­
cientes alcohólicos por Mann et al (248) y Vidins 
et al (298), estos autores encontraron una rela­
ción entre los niveles de actividad de la PH-asa 
hepática y la síntesis de colágeno hepático. En 
esta Tesis se demuestra una estrecha relación 
entre la actividad PH-asa hepática y la extensión 
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 síntesis hepática de 
colágeno que la extensión de la fibrosis. De he­
cho existieron algunos pacientes con una histolo­
gía sin fibrosis en los cuales se detectó un in­
cremento de la actividad prolil-hidroxilasa hepá­
tica, particularmente algún caso de esteatosis 
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hepática aislada. Esta observación podría indicar 
que el incremento de la actividad fibrogénica 
precede al depósito de colágeno y que en caso de 
que desaparezca el agente inductor de la activi­
dad enzimática puede ser que no aparezca fibrosis. 
Es conocido que algunos pacientes con esteatosis 
alcohólica pueden evolucionar hacia una hepatopa­
tía crónica fibrosante incluida la cirrosis. Na-
kano et al (305) encontraron que los pacientes 
con esteatosis que tenían un grado más o menos 
acusado de fibrosis alrededor de la vena central 
podían evolucionar hacia la cirrosis. Es factible 
que estos pacientes tuvieran una mayor actividad 
de la prolil-hidroxilasa y quizá los pacientes 
con esteatosis y PH-asa elevada del presente es­
tudio serían los que podrían evolucionar hacia 
una cirrosis alcohólica. Talceuchi et al (300) de­
mostraron que en ratas con fibrosis hepática in­
ducida por tetracloruro de carbonOjlos niveles de 
actividad de la PH-asa aumentaban unas cuatro ve­
ces respecto a su valor basal y este axjmento era 
previo al depósito hepático de fibrosis. 

Así mismo han sido descritas elevaciones de 
la prolil-hidroxilasa hepática 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 

hepático) en pacientes afectos de un carcinoma 

hepatocelular, atribuyéndose la elevación de la 

enzima al incremento en la síntesis de colágeno 

que acompaña a este tipo de tumor (306). 

En otros estudios que determinan'la acti­

vidad prolil-hidroxilasa en tejido hepático pro­

cedente de pacientes con hepatopatías de etiolo­

gía no alcohólica como hepatitis crónica activa 

(243,245,247) y cirrosis biliar primaria (246) 

también se ha hallado una relación entre los ni­

veles de actividad PH-asa y la extensión de la 

fibrosis hepática. Además en el estudio de Jain 

et al (246) que analiza los pacientes con cirro­

sis biliar primaria, se halló que la actividad 

prolil-hidroxilasa sólo se relacionaba con la 

intensidad de la fibrosis y no se pudo hallar 

ninguna relación con el grado de inflamación por­

tal ni de necrosis hepatocelular, resultados que 

son similares a los de esta Tesis que ha anali­

zado hepatópatas alcohólicos. 

El colágeno se sintetiza en forma de un 

precursor de mayor peso molecular denominado pro­

colágeno que posee unos péptidos adicionales en 
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sus extremos amino y carboxiterminal. Durante 
el proceso de síntesis del colágeno, a nivel 
extracelular, el procolágeno se convierte en 
colágeno al perder los extremos amino y carbo­
xi terminal que son escindidos por medio de unas 
proteasas específicas. Los niveles séricos del 
péptido aminoterminal del procolágeno tipo III 
(P-III-P) pueden ser medidos por medio de un 
radioinmunoanálisis. El significado de la con­
centración sérica de dicho péptido en las hepa­
topatías no está bien establecido. Se ha suge­
rido que la concentración sérica de P-III-P se­
ría un buen marcador de la síntesis hepática de 
colágeno pero también se ha referido que podría 
intervenir en la degradación 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 hepáticas (hepato­
patía alcohólica, hepatitis vírica aguda y cró­
nica, miscelánea de enfermedades hepáticas) y 
otros pacientes con enfermedades extrahepáticas 
la mayoría de ellas relacionadas con alteracio­
nes del metabolismo del colágeno. Los valores 
más elevados de P-III-P sérico los presentaron 
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aquelLos pacientes afectos de una hepatopatía 
alcohólica seguidos de aquellos con hepatitis 
aguda y hepatitis crónica. Los pacientes con 
artritis reumatoide presentaron ligeras eleva­
ciones del P-III-P. Estos autores analizaron, 
en los pacientes alcohólicos, la concentración 
sérica de P-III-P y la fibrosis valorada por un 
método semicuantitativo y no encontraron rela­
ción entre ambos parámetros. 

En el presente estudio se ha observado 
que los pacientes alcohólicos con histología 
normal presentaron valores séricos idénticos a 
los de los sujetos sanos del grupo control y 
que el 777o de los pacientes con una hepatopatía 
alcohólica tenían concentraciones séricas de 
P-III-P superiores a las que tenían los alcohó­
licos con histología normal. Por tanto el aná­
lisis de la concentración sérica del P-III-P po­
dría ser útil para detectar aquellos pacientes 
alcohólicos crónicos con una lesión hepática 
(sensibilidad y especificidad del 777, y 807o res­
pectivamente) . Sin embargo estos resultados de­
ben valorarse con cierta precaución ya que el 
grupo de pacientes con histología normal era 
muy reducido, de sólo 5 pacientes. Otros autores 
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también hallaron que la determinación de P-III-P 
podría ser útil para detectar los pacientes al­
cohólicos con hepatopatía. Así Mendenhall et al 
(307) analizando un grupo de 38 pacientes con 
hepatitis alcohólica encontraron una especifi­
cidad del 98% y una sensibilidad del 95%. Los 
resultados de esta Tesis indican sin embargo que 
la determinación del P-III-P no es un buen indi-
ce discriminativo del tipo de lesión hepática ya 
que el P-III-P sérico estuvo elevado en el 50% 
de los pacientes con esteatosis, el 60% de aque­
llos con fibrosis, en el 100% de las hepatitis 
alcohólicas y en el 95,5% de las cirrosis. Los 
valores medios más elevados de P-III-P sérico 
los presentaron aquellos pacientes que tenían 
lesiones histológicas de fibrosis, hepatitis al­
cohólica y cirrosis. Los valores individuales de 
P-III-P sérico más elevados los presentaron los 
pacientes con cirrosis y hepatitis alcohólica 
que siempre tuvieron valores superiores a 29 ng/ml 
Tres de los pacientes con hepatitis alcohólica 
y tres con fibrosis presentaron también valores 
de P-III-P superiores a esta cifra. La mitad de 
los pacientes con hepatitis alcohólica 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 sucedió con los valores de 

actividad prolil-hidroxilasa en estos mismos pa­

cientes indicando probablemente la escasa acti­

vidad fibrogénica de estas hepatitis alcohóli­

cas. La concentración sérica de P-III-P no fue 

útil para distinguir entre los pacientes que 

tenían una esteatosis y aquellos con fibrosis 

moderadas ya que dos.de los cuatro pacientes 

con esteatosis presentaron valores séricos de 

P-III-P ligeramente elevados que no se acompa­

ñaron de una evidencia histológica de fibrosis 

ni de una elevación de la actividad prolil-hi­

droxilasa hepática. En los pacientes con cirro­

sis hepática aislada, los niveles de P-III-P es­

tuvieron elevados pero en menor proporción que 

en las cirrosis que tenían hepatitis alcohólica. 

Este hecho indica que existe una desproporción 

entre la intensidad de la fibrosis y los niveles 

de P-III-P que cabría esperar. Este fenómeno po­

dría explicarse porque en esta cirrosis existi­

ría un depósito de colágeno estable y no habría 

por tanto un recambio del mismo, hecho que tam­

bién quedaría reflejado por los distintos nive­

les dé actividad prolil-hidroxilasa. Por otra 

http://dos.de
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parte en la cirrosis ya totalmente establecida 
se ha demostrado que existe un incremento total 
y relativo del colágeno tipo I con respecto al 
tipo III (170) y en el presente estudio sólo se 
ha determinado el procolágeno tipo III. 

La superposición de valores de P-III-P sé­
rico observada en los pacientes con fibrosis, 
hepatitis alcohólica y cirrosis, impiden que es­
te péptido pueda tener valor para distinguir 
los distintos tipos de hepatopatía alcohólica y 
en este sentido sigue siendo imprescindible la 
realización de una biopsia hepática. Los resul­
tados de esta Tesis son muy similares a los pu­
blicados recientemente por Memela et al (279) 
(tabla XVín). Estos autores tampoco fueron capa­
ces de distinguir el tipo de hepatopatía alcohó­
lica según los niveles séricos de P-III-P. Es­
tos autores también encontraron qué los pacien­
tes en cuya biopsia coexistían lesiones de cirro­
sis y hepatitis alcohólica presentaron valores 
séricos de P-III-P superiores a 30 ng/ml. Los 
valores del P-III-P sérico en el grupo de pacien­
tes con cirrosis sola o con hepatitis alcohólica 
varió algo en relación al presente~estudio, pro­
bablemente debido al grado de actividad de las 
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cirrosls Incltiidas eti 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 alcohólica (tabla XVIII). 

Los resultados de esta Tesis indican que 
existe tma. buena relación.entre los niveles sé­
ricos de P-III-P y la extensión de la fibrosis 
en la biopsia hepática'ya que se observaron ni­
veles de P-III-P progresivamente crecientes en 
los pacientes sin fibrosis y con fibrosis grado 
1, 2 y 3. Por otra parte se observó una correla­
ción lineal significativa entre la actividad 
PH-asa hepática y los niveles de P-III-Pj refor­
zando la hipótesis de que el P-III-P es un buen 
marcador de fibrogénesis. Otros autores han dado 
resultados de P-III-P en relación a la fibrosis 
'en hepatopatías no alcohólicas. Raedsh et al (278) 
hallaron una buena relación entre los niveles sé­
ricos de P-m-P en pacientes con hepatitis tró­
nica persistente y hepatitis crónica jactiva con 
la extensión de la fibrosis evaluada por xm mé­
todo histomorfornétrico, 

Weigand et al (309)' también observaron que 
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existía ima buena correlación entre la fibrosis 

medida por un método histoiBorf©métrico y los ni­

veles séricos de P-III-P en pacientes con hepa­

topatía crónica de diversas etiologías• Estos 

mismos autores refieren que esta correlación se 

mantuvo en el seguimiento de 4 pacientes (perio­

do de seguimiento entre 2 y 9 años) afectos de 

una hepatopatía crónica en los que se comparó 

'la fibrosis cuantificada por histomorfométría 

y el P-III-P sérico. 

En m estudio realizado por Caballería et 

al (310) en 1982 en pacientes con cirrosis bi­

liar primaria en los que se analizó el P-III-P 

sérico se observó, la existencia de una relación 

entre la concentración sérica del mismo y el es­

tadio histológico de la enfermedad que en defi­

nitiva implican el grado de fibrosis hepática» 

Recientemente se han publicado algunos 

res-ámenés indicando que el P-III-P sérico se 

relaciona con el grado de fibrosis hepática en 

la hepatopatía alcohólica (307,311)los resul­

tados de esta Tesis confirman la hipótesis de 

que el P-III-P es un buen marcador de la fibro­

sis hepática y muy-probablemente de la activi­

dad fibrogénica. 
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Las vías de eliminación del P-III-P del 
organismo son la biliar y la urinaria, siendo 
la eliminación biliar la cuantitativamente más 
importante tanto en los sujetos normales como 
en los cirróticos (281). En algunos trabajos se 
ha descrito una relación -entre la concentración 
sérica de bilirrubina y la de P-III-P (279,307) . 
En nuestro estudio no se analizó especialmente 
este punto, aunque los dos únicos pacientes que 
tenían signos de colestasis en la biopsia hepá­
tica presentaron niveles de P-III-P, uno normal 
(14 ng/ml) y el otro ligeramente elevado (17 ng/ 
mi) . 

En nuestro estudio el análisis de otras 
lesiones histológicas demostró que los niveles 
de P-III-P fueron significativamente superiores 
en los pacientes que tenían.fibrosis sinusoidal, 
lipocitos o hialina de Mallory en la biopsia he­
pática. Se encontró también una relación esta­
dísticamente 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 el contrario no existió relación alguna 
entre la presencia de fibrosis portal y la exis-
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tencia de lipocitos o hialiña de Mallory, Estos 

hallazgos estarían de acuerdo con las teorías 

que mantienen que la fibrosis sinusoidal se ori­

gina en las células de Ito o lipocitos perisi­

nusoidales, células que en el hígado normal son 

las encargadas de almacenar vitamina A y que en 

los pacientes alcohólicos adquieren la capacidad 

de sintetizar colágeno y son las responsables de 

la fibrosis sinusoidal en estos pacientes (195, 

196). 

La relación observada entre la presencia 

de fibrosis sinusoidal y la de cuerpos hialinos 

de Mallory en las biopsias de nuestros pacien­

tes probablemente sea debida a la frecuente aso­

ciación de ambas lesiones en la hepatitis alco­

hólica. Así pudo observarse que doce de los 19 

pacientes con fibrosis sinusoidal tenían una he­

patitis alcohólica y que nueve de estos doce pa­

cientes tenían cuerpos hialinos de Mallory en 

las biopsias. Savolainen et al (308) también en­

contraron que los pacientes con hepatitis alco­

hólica y cuerpos de Mallory son los que presen­

taron los valores más elevados de P-III-P res­

pecto a las hepatitis alcohólicas que no tenían 

esta lesión histológica. 
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En nuestro estudio y a diferencia de los 
resultados obtenidos por Rohde et al (274) no 
encontramos relación entre la existencia de in­
flamación portal o necrosis celular y la concen­
tración sérica de P-III-P. 

Se ha demostrado, además, que existe una 
buena correlación entre los niveles dé activi­
dad prolil-hidroxilasa hepática, enzima que in­
terviene en el proceso intracelular de la sínte­
sis del colágeno y la concentración sérica de 
P-III-P, péptido que a nivel extracelular es li­
berado a la sangre de forma estequiométrica du­
rante la síntesis de cada molécula de colágeno 
tipo III (r:- 0,41, p <0,01) . Aceptando que la 
prolil-hidroxilasa es un buen índice ide fibro­
génesis ya que es una enzima que interviene ac­
tivamente en la síntesis de colágeno, la buena 
relación existente entre esta enzima hepática 
y los niveles séricos de P-III-P apoyan la hipó­
tesis de que la medición del P-III-P sérico en 
los pacientes alcohólicos pueda ser un buen in­
dicador de fibrogénesis hepática. Sin embargo 
el mayor incremento de P-III-P observado por 
Raedsh et al (281) en los pacientes con colesta­
sis indicaría que debe tenerse en cuenta este 
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fenéiaeno como tm posible factor de error. La re­
lación de ambos parámetros con la intensidad de 
la fibrosis observada en la biopsia hepática in­
dicaría además que tanto la prolil-hidroxilasa. 
como' el P-III-P serían también marcadores de fi­
brosis. Estos hallazgos fueron mucho más eviden­
tes en las hepatopatías alcohólicas muy activas_ 
como la hepatitis alcohólica. En estos pacientes 
(n»19) la correlación entre actividad prolil-hi­
droxilasa hepática y P-III-P sérico fue mucho 
más significativa (rí 0,75, p<0.,001). En estos 
pacientes también existió una relación entre los 
niveles de ambos parámetros de fibrogénesis y la' 
'intensidad de la fibrosis. Los pacientes con fi­
brosis severa (fibrosis grado 3) presentaron ni­
veles de actividad PH-asa hepática y de P-IlI-1̂ ' 
sérico superiores a los que presentaron aquellos 
con fibrosis moderada (fibrosis grado 1 y 2) 
(p<0,05 y p<0,01 respectivamente). 

Estos resultados indican que la detennina-
cién seriada de los niveles séricos de P-III-P 
en los pacientes con hepatopatía alcohólica pue­
den ser un buen marcador para conocer la progre­
sión de la fibrosis'hepática. 
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R E S U M E N Y C O N C L U S I O N E S 

En la presente Tesis se han analizado la 
actividad prolil-hidroxilasa hepática y la con­
centración sérica del péptido aminoterminal del 
procolágeno tipo III en un grupo de pacientes 
afectos de una hepatopatía alcohólica." A los 60 
,pacientes incluidos en el estudio se les prac­
ticó una biopsia hepática con una aguja de Tru-
cut. La mayor parte del espécimen (2/3 aproxi­
madamente del cilindro) fue utilizada para rea­
lizar el análisis histológico,. que incluyó el 
diagnóstico del tipo de enfermedad hepática al­
cohólica, la. valoración mediante un análisis se­
micuantitativo de la. intensidad de la 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 nitrógeno líquido hasta el mo­
mento de realizar la determinación de la activi­
dad prolil-hidroxilasa hepática. En 53 de los 
pacientes se obtuvo una muestra de sangre extraí­
da el mismo dia en que se practicó la biopsia 
hepática, para la determinación sérica del pép-
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tido aminoterminal del procolágeno tipo III que 
fue realizada mediante un método de radioinmuno­
análisis. 

Se.analizaron los niveles de actividad pro­
lil-hidroxilasa hepática y la concentración sé­
rica del péptido aminoterminal del procolágeno 
tipo III según los tipos de enfermedad hepática 
y también con la intensidad de la fibrosis, ob­
teniéndose los resultados que se detallan a con­
tinuación: 

IS Más de la mitad de los pacientes con una he­
patopatía alcohólica tienen un incremento de 
la actividad fibrogénica hepática que viene 
expresada por un aumento de la actividad pro­
lil-hidroxilasa, enzima que interviene en la 
síntesis del colágeno. 

2e La variabilidad de la actividad prolil-hidro­
xilasa existente en los diferentes tipos de 
lesión hepática inducida por el alcohol, in­
dica una distinta actividad fibrogénica hepá­
tica en cada tipo histológico de hepatopatía 
alcohólica. 

3^ La mayor actividad fibrogénica se ha observado 
particularmente en aquellas biopsias con una 



-220-

raayor extensión de la fibrosis hepática que 
corresponden a los pacientes con fibrosis y 
cirrosis. 

4S La actividad prolil-hidroxilasa hepática es 
directamente proporcional a la intensidad 
de la fibrosis lo que indica que en los pa­
cientes alcohólicos crónicos con hepatopatía 
existe una relación entre el proceso de fi­
brogénesis y el depósito de colágeno en el 
hígado, 

56 La mayoría de biopsias sin fibrosis tienen 
una actividad prolil-hidroxilasa inferior a 
la de las biopsias con fibrosis. Sin embar­
go el hallazgo en algunos casos de una acti­
vidad prolil-hidroxilasa elevada en biopsias 
sin fibrosis, sugiere que el incremento de 
la actividad fibrogénica puede preceder al 
depósito de colágeno en el hígado. 

69 La concentración sérica del péptido aminoter­
minal del procolágeno tipo III se halla ele­
vada en casi las cuatro quintas partes de los 
pacientes alcohólicos crónicos con lesión he­
pática. Los niveles normales del péptido, ge­
neralmente solo se encuentran en aquellos pa-
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cientes con una lesión hepática poco evolu-
cionadaj y excepcionalmente en pacientes con 
una hepatitis alcohólica o una cirrosis. 

72 La determinación sérica del péptido aminoter­
minal del procolágeno tipo III podría ser un 
buen marcador para discriminar los pacientes 
alcohólicos crónicos con lesión hepática, de 
aquellos que tienen un hígado histológicamen­
te normal. 

82 La concentración sérica del péptido aminoter­
minal del.procolágeno tipo III está aumentada 
en los pacientes alcohólicos crónicos con fi­
brosis y particularmente en aquellos cuya 
biopsia hepática demuestra la presencia de 
cirrosis y signos de hepatitis alcohólica. 
Sin embargo la determinación de este péptido 
no permite distinguir los distintos tipos de 
hepatopatía alcohólica. 

9 2 Los niveles séricos deí procolágeno tipo III 
se relacionan estrechamente con la intensi­
dad de la fibrosis observada en la biopsia 
hepática de los pacientes alcohólicos cróni­
cos, lo que sugiere' que la determinación sé-
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rlca de este péptido puede ser de utilidad 
para controlar la evolución de la enfermedad 
hepática alcohólica. Asimismo la determina­
ción sérica del péptido aminoterminal del pro­
colágeno también podría ser útil para conocer 
la eficacia terapéutica de distintos fármacos 
antifibrogénlcos. 

102 El péptido aminoterminal del procolágeno ti­
po III puede ser considerado como un índice 
de fibrogénesis hepática en los pacientes con 
una hepatopatía alcohólica, particularmente 
en aquellos en los que los signos de activi­
dad de la enfermedad son más evidentes, ya 
que se ha hallado una buena relación directa 
entre los niveles séricos del procolágeno ti­
po III y la actividad prolil-hidroxilasa he­
pática. 

De los resultados de esta Tesis se puede concluir 
que en la hepatopatía alcohólica: 

le La actividad prolil-hidroxilasa hepática está 
relacionada con la intensidad de la fibrosis. 
No obstante la existencia de una actividad en­
zimática relativamente elevada en biopsias sin 
fibrosis sugiere que el aumento de la fibrogé-
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nesis hepática precede al depósito de colágeno, 

22 Los niveles séricos del péptido aminoterminal 
del procolágeno tipo III están relacionados 
con la intensidad de la fibrosis hepática, y 
con la actividad prolil-hidroxilasa hepática. 
Estos datos sugieren que la concentración sé­
rica de este péptido es también un índice de 
fibrogénesis hepática. 
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