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RESUMEN

INTRODUCCION: LOs objetivos del estudio fueron, por un
lado, analizar las concentraciones plasmaticas de leptina en
pacientes con cirrosis biliar primaria y, por otro, investigar
la relacion entre los valores de leptina y el estadio de fibrosis
hepatica en una cohorte de pacientes con cirrosis biliar pri-
maria.

PACIENTES Y METODO: Las concentraciones séricas de leptina
se han valorado mediante un radioinmunoanalisis en 30 pa-
cientes con cirrosis biliar primaria (edad media de 37,2 +
11,0 afios; rango: 19-75) y en 29 controles emparejados por
edad y peso. La sangre venosa obtenida tras 12 h de ayuno
se centrifugé en tubos EDTA. Tanto el peso como la talla y
el indice de masa corporal se midieron con técnicas estanda-
rizadas. El ARN del virus de la hepatitis C se determiné me-
diante la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
cualitativa y cuantitativa. En todos los pacientes se disponia
de una biopsia hepatica en la que se graduaron el grado de
fibrosis y la extension del infiltrado inflamatorio.
RESULTADOS: Las concentraciones plasmaticas de leptina en
los pacientes con cirrosis biliar primaria fueron inferiores a
las obtenidas en los sujetos controles (p < 0,0001), sin que
hubiera diferencias significativas en cuanto a la edad, peso,
talla, indice de masa corporal o indice de masa grasa entre
ambos grupos.

Observamos un claro incremento de los titulos séricos de
leptina en funcién del estadio histologico de la cirrosis biliar
primaria (estadio I: 2,1 ng/ml; estadio II: 4,3 ng/ml; estadio
III: 5,3 ng/ml, y estadio IV: 12,1 ng/ml; p < 0,01).
CONCLUSIONES: En este estudio demostramos la correlacion
existente entre la leptina y el estadio de fibrosis hepatica en
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una cohorte de pacientes con cirrosis biliar primaria, otro
dato que apunta a la implicacion de la leptina en el proceso
de fibrosis hepatica.

PLASMA LEPTIN LEVELS IN PATIENTS WITH
PRIMARY BILIARY CIRRHOSIS AND THEIR
RELATIONSHIP WITH DEGREE OF FIBROSIS

OBJECTIVES: a) To analyze plasma leptin levels in patients
with primary biliary cirrhosis (PBC) and b) to investigate
the relationship between leptin levels and liver fibrosis stage
in a cohort of patients with PBC.

PATIENTS AND METHODS: Serum leptin levels were evaluated
through radioimmunoassay in 30 patients with PBC (mean
age: 37.2 £ 11.0 years; range :19-75) and in 29 controls mat-
ched for age and weight. Venous blood obtained after a 12-
hour fast was centrifuged in EDTA tubes. Weight, height
and body mass index (BMI) were measured using standard
methods. Hepatitis C virus RNA was determined using qua-
litative and quantitative polymerase chain reaction. In all
patients liver biopsies were performed and the degree of fi-
brosis and extent of inflammatory infiltrate were evaluated.
REsuLTS: Plasma leptin levels in patients with PBC were lo-
wer than those obtained in control subjects (p < 0.0001). No
significant differences were found between the two groups in
age, weight, height, BMI or body fat index.

There was a clear increase in serum leptin levels according
to histological stage of PBC (stage I: 2.1 ng/ml; stage II: 4.3
ng/ml; stage III= 5.3 ng/ml; stage IV: 12.1 ng/ml; p < 0.01)
CoNcLUSIONS: The present study demonstrates the correla-
tion between leptin and stage of liver fibrosis in a cohort of
patients with PBC, providing further evidence of the invol-
vement of leptin in the process of liver fibrosis.

INTRODUCCION

La leptina es un péptido hormonal de 16 kilodaltons des-
cubierto en 1994. La producen los adipocitos, cumple un
papel importante en la regulacién de la ingesta y la com-
posicion corporal, y se ha propuesto como factor fisiopa-
tol6gico en la obesidad'. En el ser humano actda como
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hormona de la saciedad mediante un mecanismo de feed-
back negativo en el sistema nervioso central*. La concen-
tracién sérica varia ampliamente de un individuo a otro y
en conjunto es superior en las mujeres; se correlaciona de
forma intensa con el indice de masa corporal y con el in-
dice de masa grasa, decreciendo con la pérdida de peso
inducida por la dieta>S. Se han encontrado receptores para
la leptina tanto en el hipotdlamo como en diversos tejidos
periféricos tales como el pulmén, rifién, pancreas, higado,
suprarrenales, ovarios, células hematopoyéticas y muscu-
lo esquelético, lo que podria indicar su implicacién en di-
versos mecanismos biolégicos mds alld de ser un factor
de saciedad’?.

Recientemente, se ha descrito un aumento de las concen-
traciones circulantes de leptina en la cirrosis alcohdlica,
que podria deberse a la combinacién del incremento de su
produccién y el descenso de la excrecién renal®. En hepa-
titis crénicas de origen viral se han observado titulos
de leptina inferiores a los de los sujetos controles; las
concentraciones se elevan a medida que se deteriora la
funcién hepética, lo que apuntaria a un proceso de adap-
tacion a la anorexia, que contribuiria a la deficiente ho-
meostasis de la masa corporal en estos pacientes. De he-
cho, en un estudio de nuestro grupo pudimos observar un
incremento progresivo de las concentraciones de leptina
en pacientes con hepatitis C en funcién del estadio de fi-
brosis!®. Asimismo, se ha relacionado la leptina con cier-
tos tipos de esteatosis hepatica, lo que indicaria una posi-
ble implicacién en su progresiéon a esteatohepatitis!!!2,
Por otro lado, se ha demostrado la expresion de leptina en
las células estrelladas activadas, lo que hace pensar en su
participacion en el proceso de fibrosis hepatica, aspecto
apoyado por los hallazgos de Saxena et al que evidencia
el papel profibrogénico de la leptina en dichas células he-
péticas'>!,

Con la intencién de corroborar estos hallazgos en otro
tipo de hepatopatia, nos planteamos el presente estudio
con los siguientes objetivos: a) analizar las concentracio-
nes plasmaticas de leptina en pacientes con cirrosis biliar
primaria (CBP), y b) investigar la relacion entre los titu-
los de leptina y el estadio de fibrosis hepdtica en una co-
horte de pacientes con CBP.

PACIENTES Y METODO

Pacientes

En este estudio hemos incluido a un total de 59 sujetos divididos en
2 grupos:

1. Grupo de estudio. Se incluy6 a 30 pacientes, todas ellas mujeres, con
una edad media de 37,2 + 11,0 aflos (rango entre 19 y 75 afos), diag-
nosticadas de CBP, con la siguiente distribucién segiin su histologia:
8 pacientes en estadio I, 7 en estadio II, 8 en estadio IIl y 7 en estadio
IV. Para la inclusién en el estudio todas ellas debian contar con confir-
macién diagndstica histolégica y funcién renal completamente normal,
y no presentar signos de complicaciones hepiticas, fallo cardiaco, enfer-
medad renal organica, diabetes, enfermedad tiroidea, cancer, obesidad
morbida o cualquier otra enfermedad importante. La dieta de las pacien-
tes carecia de restricciones. Ninguna de ellas recibia tratamiento en el
momento de la biopsia.

2. Grupo control. Se estudié a 29 pacientes del sexo femenino con una
edad media de 44,4 + 9,2 afios, seleccionadas por tener una talla y peso
similares a las pacientes del grupo de estudio.
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Método

El indice de masa corporal se calculé como el cociente entre el peso
corporal y el cuadrado de la altura (kg/m?), y el indice de masa grasa se
calculé de acuerdo con la siguiente férmula: (indice de masa corporal
—-13)/1,33.

Se obtuvo el consentimiento informado de todas las participantes antes
de iniciar el estudio. Este se ha realizado de acuerdo con la Declaracién
de Helsinki II.

Se midieron las concentraciones de aspartatoaminotransferasa, alanina-
aminotransferasa, bilirrubina total y fosfatasa alcalina con un autoanali-
zador convencional (Biochemical Analysis and Serological Assays).

Se disponia de una biopsia hepética de todas las pacientes. Las muestras
se procesaron segun la técnica habitual. Cada muestra de tejido se fijo
con formalina al 10% y se introdujo en parafina. Se realizaron cortes se-
riados de 4 p de grosor y se tifieron con hematoxilina-eosina y tricrémi-
co de Masson. La CBP se definié de acuerdo con los criterios interna-
cionales aceptados en 4 estadios y los hallazgos histopatolégicos
hepaticos fueron graduados por un anatomopatdlogo experimentado.
Las concentraciones plasmadticas de leptina se cuantificaron mediante un
test comercial de radioinmunoandlisis utilizando un anticuerpo especifi-
co contra la leptina humana (Linco Research, Inc., St. Louis, MO,
EE.UU.). La determinacién de la leptina se efectué en los primeros
7 dias del ciclo menstrual. El limite de deteccion era de 0,5 pg/ml. Los
coeficientes de variacion intraensayo e interensayo fueron del 5 y el
8%, respectivamente. La determinacion de leptina se realizé el mismo
dia en que se hizo la biopsia hepatica, asi como la gradacion histoldgica.
Las diferencias entre grupos se analizaron mediante la prueba de la t de
Student, test de Fisher o andlisis de la variancia segtin correspondiese.
Se consider6 estadisticamente significativo un valor de p inferior a 0,05.

RESULTADOS

Las concentraciones plasmadticas de leptina en las pacien-
tes con CBP fueron significativamente inferiores en su
conjunto a las obtenidas en los sujetos seleccionados en
funcién de la edad, el peso, la talla y el sexo (6,7 = 1,5
frente a 15,9 + 0,87 ng/ml; p < 0,0001), sin que hubiera
diferencias significativas en cuanto a la edad, el peso, la
talla, el indice de masa corporal o el indice de masa grasa
entre los sujetos con CBP y los controles.

Por otro lado, la relacién entre los titulos de leptina y el
indice de masa corporal se mantenia tanto en los sujetos
controles como en los pacientes con CBP (r=0,75yr =
0,73, respectivamente).

No hemos encontrado correlacion alguna entre la concen-
tracién de leptina y las cifras de aspartatoaminotransfera-
sa, alaninaaminotransferasa, gammaglutamiltranspeptida-
sa, fosfatasa alcalina y bilirrubina total.

Por tltimo, analizamos las concentraciones de leptina de
acuerdo con el estadio histoldgico en las pacientes con
CBP y observamos un claro incremento de aquéllas a me-
dida que avanzaba el estadio histolégico (estadio I: 2,1 +
0,4; estadio II: 4,3 + 2,2; estadio III: 5,3 + 2,7, y estadio
IV: 12,1 £5,2; p<0,01).

DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que existe
una disminucién de las concentraciones séricas de leptina
en pacientes con CBP y que se observa un incremento de
aquéllas en funcidn del avance del estadio de fibrosis he-
patica.

Estos hallazgos concuerdan con los obtenidos en un re-
ciente trabajo de nuestro grupo'®, donde se pone de mani-
fiesto el aumento de los titulos séricos de leptina en fun-
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cién del estadio de fibrosis en pacientes con hepatopatia
crénica secundaria al virus C, resultados muy similares a
los comunicados por Testa et al'2, lo que indica que en
pacientes con hepatopatia cronica, independientemente de
su etiologfa, exceptuando la alcohdlica, existe una reduc-
cién de las concentraciones de leptina que tienden a in-
crementarse de forma directamente proporcional al agra-
vamiento de la hepatopatia de base. La reduccién de los
valores de leptina en pacientes con hepatopatia crdénica
respecto a los controles es un proceso similar a lo que su-
cede en sujetos normales durante un balance energético
negativo, causado por la combinacién de una reduccién
de la ingesta energética o un incremento de las necesida-
des, lo que quiza permita una disminucion de la secrecién
de leptina desde el tejido adiposo a fin de restaurar el ba-
lance energético'. La importancia de la leptina en el
mantenimiento de dicho balance y en el contenido de gra-
sa corporal se ha demostrado ampliamente en diversos es-
tudios experimentales. La razén del incremento gradual
de las concentraciones plasmadticas de leptina en relacién
con el estadio de fibrosis atin no se ha determinado. Una
de las causas podria ser la reduccién del aclaramiento he-
patico a medida que decrece la capacidad funcional del
higado, si bien es poco probable en nuestro estudio, te-
niendo en cuenta que ninguna de las pacientes incluidas
en él presentaba disfuncién hepdtica significativa. Otra
explicacién posible seria la disminucién de su elimina-
cién, también poco probable, ya que todas las pacientes
tenfan una funcion renal completamente normal.

Asi pues, deben considerarse otros factores. Entre ellos
cabe destacar los siguientes: a) la produccidn hepatica de
leptina; b) su participacion en la regulacién de la respues-
ta proinflamatoria; c¢) el incremento de la produccion in-
trahepdtica del factor transformador del crecimiento beta
(TGF-B), y d) el efecto directo de la leptina sobre las cé-
lulas estrelladas. Ikejima et al'* han demostrado in vivo la
produccién de leptina por las células hepdticas estrelladas
activadas y sefialan su papel en el proceso de fibrosis he-
patica, aspectos apoyados por los hallazgos de Saxena et
al, que evidencian un papel directo de la leptina en la fi-
brosis hepatica mediante el aumento de la expresion del
gen del coldgeno®.

En principio, es poco probable que las concentraciones de
leptina detectadas dependan de la sintesis hepatica de lep-
tina que parte de las células estrelladas. De hecho, es pro-
bable que gran parte de la leptina detectada tenga su ori-
gen en la grasa periférica. Por otro lado, segin datos
experimentales publicados por nuestro grupo en forma de
resumen'S, las diferencias se deben en gran medida a la
sobreexpresiéon o no del receptor de leptina en el tejido
hepatico.

En segundo lugar, se ha implicado a la leptina en la regu-
lacién de la respuesta inducida por la endotoxina y el fac-
tor de necrosis tumoral alfa'”!. Sin embargo, sus valores
no se correlacionan con los de la leptina en trabajos pre-
vios, lo que podria explicarse por la influencia del indice
de masa corporal sobre las concentraciones de leptina, he-
cho que no se daria en el caso del factor de necrosis tu-
moral'®. Por otro lado, las células hematopoyéticas, mo-
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nocitos, macréfagos y linfocitos, contienen un receptor
funcional de leptina a través del cual ésta modula la proli-
feraciéon y maduracion de los inmunocitos y esto quiza
contribuya al inicio de la propagacion de la fibrosis®.

En tercer lugar, la leptina aumenta también la expresion
de TGF-B1, una potente citocina profibrogénica?'. Se ha
conjeturado que la leptina podria tener un efecto indirecto
en la fibrosis hepatica mediado principalmente por el
TGF-B1, aunque se precisan mds estudios que ayuden a
clarificar la relacién entre leptina y TGF-B1. Por dltimo,
otros estudios sefialan un efecto directo de la leptina so-
bre las células estrelladas al encontrar que éstas expresa-
ban el receptor de la leptina y respondian a ella con un in-
cremento de la expresion del procolageno tipo I y
fosforilacién de Stat-3%2.

En conclusidn, en este estudio se demuestra la correlacion
entre la leptina y el estadio de fibrosis hepdtica en pacien-
tes con CBP, datos que apoyan atin mds la implicacién de
la leptina en la fibrosis hepdtica. Sin embargo, se desco-
noce el mecanismo exacto por el cual la leptina puede in-
crementar la fibrosis hepatica y se necesitan mds estudios
que ayuden a entender el mecanismo de la fibrogénesis
inducida por la leptina.
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