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1. INTRODUCCION.



Introduccién

El objetivo principal del presente trabajo es analizar el efecto del zinc sobre la
miopatia y osteopatia del alcoholico. Como comentaremos hay algunos datos que
sugieren que el zinc puede favorecer el normal desarrollo del hueso ya que aumenta su
formacion por lo que es posible que aminore la osteoporosis inducida por el alcohol. Por
su efecto sobre enzimas que intervienen en la sintesis de proteinas es posible que

también reduzca la intensidad de la atrofia muscular asociada al consumo de alcohol.

La alta prevalencia de la malnutricién caldrico-proteica en al alcohdlico nos
obliga a incluir a ésta como variable a analizar en este estudio. Ademas es de sobra
conocido que el alcohol provoca lesiones hepaticas pudiendo éstas influir en el
desarrollo de la osteopatia y eventualmente en la miopatia de estos pacientes. Como
comentaremos la atrofia muscular obedece tanto a una defectuosa sintesis proteica como
a un aumento del catabolismo de éstas. Antioxidantes y peroxidacion lipidica parecen
influir en la patogenia de ambas alteraciones por lo que incluimos su estudio dentro del
presente trabajo, maxime si recordamos que el zinc también puede influir en este

sistema.

Por lo tanto procederemos en la introduccion a revisar conceptualmente lo que
es la malnutricion, el efecto del alcohol sobre higado, musculo y hueso y el
metabolismo del zinc y su posible influencia en la patologia asociada al alcoholismo asi
como el papel de los antioxidantes y la peroxidacion lipidica en la patogenia de estos

Procesos.



Introduccién

1.1. MALNUTRICION.

1.1.1 CONCEPTO Y TIPOS.

La malnutricién se conoce por aquella situacion en la que la cantidad de energia
y proteinas de la que dispone el organismo es insuficiente para cubrir sus necesidades,
lo cual va a provocar una pérdida tanto de masa magra corporal como de tejido adiposo,
aunque predominando una sobre la otra segun las circunstancias de cada individuo.
Puede desarrollarse de dos formas dependiendo de las causas que la originen: a) de
forma primaria, tipica de los paises en vias de desarrollo, donde esté4 limitada la cantidad
(aporte energético insuficiente), y calidad de los nutrientes (sobre todo a base proteinas
de origen vegetal con bajo valor bioldgico) y donde la incidencia de enfermedades
infecciosas es elevada; b) de forma secundaria, tipica de los paises desarrollados, en
personas que estando bien nutridas previamente sufren una enfermedad aguda o cronica.
Los factores predisponentes en este caso son multiples: anorexia, malabsorcion, abuso

de drogas y alcohol, depresion, escasez de ingresos econdomicos, etc...

Atendiendo al hecho diferencial de que lo que predomine como factor
etiopatogénico sea la pérdida proteica o no, podemos diferenciar dos sindromes de

malnutricion caldrico proteica:

A) Malnutricion tipo marasmo: se produce por deficiencia tanto de energia como
de proteinas. El modelo ideal es el ayuno total y prolongado. Se caracteriza por:
detencion del crecimiento, adelgazamiento muy extremo (por la necesidad de consumir
reservas de grasas), consuncion generalizada de la masa de proteinas corporales, y
ausencia de edemas, debido a la prioridad del organismo para mantener la sintesis de
albumina y otras proteinas necesarias (coagulacion, reactantes de fase aguda, proteinas
de transporte). Obedece a causas como: anorexia, demencia senil, depresion, trastornos

deglutorios, sindromes de malabsorcion, maldigestién o bajos recursos econdmicos.

B)Malnutricion tipo Kwashiorkor: por déficit selectivo de proteinas. En paises
subdesarrollados se suele asociar a una alimentacion a base de cereales tras cese de la

lactancia. En paises desarrollados tiene lugar en situaciones de estrés organico (sepsis,
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quemaduras, politraumatismos, pancreatitis, cirugia mayor, neoplasias, etc...). Se
caracteriza por: retraso del crecimiento (por inhibicion de las somatomedinas) con
conservacion del peso, hipoalbuminemia, edemas y hepatomegalia (por infiltracion
grasa secundaria a la inhibicidon de la sintesis de lipoproteinas de muy baja densidad,
VLDL). La desnutricién se aprecia cuando, superada la respuesta de fase aguda, se

elimina el agua.

1.1.2. FISIOPATOLOGIA.

En aquellas situaciones en las que el aporte energético disminuye por debajo de
las necesidades minimas del organismo, el cuerpo responde con una serie de
mecanismos adaptativos fisiologicos que tratan de movilizar los aminoacidos del tejido
muscular y las grasas del tejido adiposo, necesario para la obtencion de energia para

mantener el metabolismo de los tejidos y en especial, del cerebro (Denke et al., 1998).

Durante la primera semana se suelen perder 4-5 kg de los cuales corresponden,
un 25% a tejido graso, un 35% al liquido extracelular y un 40% a proteinas.
Inicialmente se consumen las reservas de glucogeno (solo suficientes para unas horas) y
se ponen en marcha la gluconeogénesis, a partir fundamentalmente de aminoacidos
musculares, con el fin de mantener inicialmente la glucemia. De esta forma se
interrumpe la sintesis proteica y disminuye la masa corporal magra y el tejido adiposo.
Se activa también la lipdlisis; de esta forma se liberan acidos grasos libres que seran
utilizados por los tejidos periféricos como fuente energética y por el higado para
producir cuerpos cetonicos. Este comportamiento inicial esta mediado por la

hipoinsulinemia y el predominio de hormonas contrainsulares, sobre todo el glucagon.

En las semanas siguientes prosiguen las pérdidas, pero a ritmo mas lento y los
distintos compartimentos se reducen a distinta velocidad. A partir de la primera semana
surgen los siguientes fendmenos adaptativos: a) adaptacion del cerebro y otros tejidos a
consumir como fuente de energia cuerpos cetdnicos, en un intento de reducir al maximo
el consumo de glucosa, y por tanto el de proteinas; b) aumento de la neoglucogénesis
renal, a base de glutamina, adquiriendo tanta importancia como la hepatica; c¢) reduccion

del metabolismo basal por aumento de la rTs , tono simpéatico bajo y disminucion de las
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somatomedinas. La movilizacion de los aminoacidos esenciales musculares mantiene
parcialmente la sintesis de albumina por lo que la hipoalbuminemia aparece

tardiamente.

Cuando el aporte de proteinas se ve seriamente comprometido, bien por aporte
de proteinas con escaso valor biologico (proteinas vegetales), o bien por ausencia de
este nutriente (administracién Unica de glucosa como nutriente en nutriciéon parenteral,
alimentacion basada en cereales) la situacion es mds comprometida. Se produce un
aumento de la secrecion de insulina que inhibe la lipdlisis en el tejido adiposo e inhibe
la movilizaciéon de los aminoacidos musculares. Todo esto condiciona una menor
disponibilidad de aminoécidos lo que provoca un deterioro en la sintesis de albimina y

otras proteinas (VLDL).

Los minerales del organismo se agotan debido a la reduccion de masa corporal y
de liquido extracelular, pero el potasio y el magnesio pueden perderse de forma
desproporcionada con respecto a la masa magra corporal ya que salen de sus depositos

intracelulares.

La inanicion es considerablemente mas nociva en el contexto de un estrés
organico. En esta circunstancia se eleva el metabolismo basal y se acelera la pérdida de
peso, de nitrégeno y de micronutrientes, se induce una alta demanda de sintesis proteica
para la funcidon inmune y para reparar tejidos a partir de aminodcidos que son extraidos
del compartimento muscular. Esto es debido a las consecuencias metabolicas de la
inflamacion, infeccion, fiebre y curacion de las heridas con la consiguiente liberacion de

citocinas inflamatorias como el TNF,, la IL, y la IL¢ (Reid et al., 2001).

Por otro lado se ha observado en la desnutricion tipo Kwashiorkor un
incremento marcado de la peroxidacion lipidica (malondialdehido y hexanal) con un
decremento en los antioxidantes y de la proporcion de acidos grasos poliinsaturados
plasmaticos (Lenhartz et al., 1998), y también un descenso de las concentraciones
eritrocitarias de glutation (Jackson, 1986). Todo esto apunta a que la malnutricion
provoca una deplecion de los sistemas antioxidantes y por tanto una mayor

predisposicion al dafio oxidativo (Grattagliano et al.,2000).
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1.1.3. EFECTOS ORGANICOS DE LA MALNUTRICION.

Aparato locomotor.

Las consecuencias de la pérdida de proteinas oOseas y musculares son la
disminucién de la masa muscular y osteoporosis, con frecuencia hay fatigabilidad y

fracturas.

Cardiovascular.

Bradicardia e hipotension arterial, atribuibles a la atrofia del miocardio, y que
por otra parte mantiene una funcién adecuada para una situacién en la que el
metabolismo esta disminuido. Puede aparecer insuficiencia cardiaca ante situaciones de

estrés organico y también alteraciones de la conduccion.

Pulmonar.
Amortiguacion de la respuesta ventilatoria a la hipoxia. Son frecuentes las
infecciones pulmonares por aparicion de atelectasias secundarias a la insuficiencia de

los musculos ventilatorios.

Renal.
Disminucion del filtrado glomerular que es suficiente para una situacion de

metabolismo basal disminuido.

Hematico.
Aparece anemia secundaria al déficit de sintesis de proteinas y a la deficiencia
de hierro, acido folico y vitamina D. Linfopenia, hipoalbuminemia y disminucion de

transferrina.

Metabolismo basal.

Suele aparecer hipotermia por disminucion de la grasa subcutanea y de los

niveles de hormonas tiroideas. La hipoglucemia aparece en fases terminales.

Tubo digestivo.

Malabsorcion e intolerancia a la lactosa por atrofia de las vellosidades

intestinales, disminucién de la secreciones gastrica, pancredtica y biliar, y
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sobrecrecimiento bacteriano, hechos que no solo derivan de la propia malnutricién sino
de la menor estimulaciéon del intestino por la escasez de nutrientes ingeridos. También
produce un incremento en la traslocacidon bacteriana, y un mayor riesgo de desarrollar

PBE en la cirrosis (Casafont et al., 1997).

Sistema inmune.

Hay depresion de la inmunidad celular mientras que la humoral se mantiene
relativamente conservada. Se produce alteracion de la funcidon de los granulocitos:
quimiotactica y fagocitaria. Las infecciones por tanto son frecuentes y esto a su vez

empeora el estado nutricional.

Sistema endocrino.

Se produce hipogonadismo por disfuncién del eje hipotadlamo-hipofisario-
gonadal, con descenso de la testosterona, los estrégenos circulantes, la LH y la FSH, asi
como alteraciones en la maduracion de las células germinales (Herbert, 1980) y
consecuentemente una disminucion de la capacidad reproductora. Se encuentran
también concentraciones reducidas de IGF-1.

También hay diminucién de la T3 y T4 mientras que las concentraciones de Ts inversa
se elevan, condicionando una disminucion del metabolismo basal .

En lo que se refiere al pancreas se produce tanto una insuficiencia pancreatica exocrina,
que condiciona secundariamente malabsorcion de nutrientes, como endocrina, con
disminucion de las concentraciones circulantes de insulina, hormona del crecimiento y

glucagon.

Cicatrizacion de las heridas.

Se produce una incapacidad para depositar colagena en las heridas incluso en los

primeros estadios de la cicatrizacion.
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1.2. ALCOHOLISMO.

1.2.1. CONCEPTO Y EPIDEMIOLOGIA.

Los estragos producidos por la bebida son conocidos desde la antigiiedad, pero
es en 1849 cuando Magnus Huss acufia el término alcoholismo para referirse
globalmente a todos los problemas derivados de la alcoholizacion y en 1960 Jellinek
define el alcoholismo como todo uso o abuso de bebidas alcoholicas que originan un

perjuicio al individuo, a la sociedad o a ambos.

El consumo excesivo de alcohol constituye uno de los problemas sanitarios mas
importantes en la mayoria de los paises industrializados. E1 90% de las personas ingiere
alcohol, entre el 40 y el 50% de los varones tiene problemas temporales inducidos por el
alcohol y el 10% de los varones y el 3,5% de las mujeres sufre problemas generales y

persistentes producidos por el alcohol (Schuckit, 1998).

Hasta hace unos anos el alcoholismo era considerado sobre todo un problema de
conducta y social. Sin embargo el reconocimiento de la asociacion entre alcoholismo y
cirrosis hepatica, y el hecho de que esta enfermedad constituya una de las primeras
causas de muerte entre la poblacion adulta han llevado a reconsiderar el problema.
Posteriormente se ha ido demostrando como el alcohol puede afectar a la casi totalidad
de organos y sistemas de nuestro organismo, bien por efecto toxico directo de €l o sus
metabolitos, o bien por la cantidad de factores que pueden asociarse a su consumo
desmesurado, mereciendo especial atencion el peculiar estilo de vida con destruccion de
lazos sociales y familiares (malos tratos al coényuge y a los hijos, marginacion y
abandono social) (De Onis y Villar, 1992) y unas irregularidades en los habitos

alimenticios que pueden llevar a la malnutricion (Santolaria et al., 2000a).

Actualmente el alcoholismo es considerado una de las principales causas de
enfermedad evitable y de muerte prematura sobre todo por debajo de los 60 afios. Entre
las causas de muerte asociadas al alcoholismo cabe destacar cirrosis, canceres de boca,
laringe, esofago, faringe e higado y lesiones por accidentes (Thun et al., 1997). En
Espafia, que ha sido tradicionalmente un pais con gran consumo de bebidas alcoholicas,

se calcula que los problemas de salud derivados del alcoholismo suponen: un 15-20%
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de las consultas en atencion primaria, un 15% de las urgencias atendidas en los
hospitales y un 25-30% de las admisiones hospitalarias, lo cual se traduce en un coste
directo que asciende a 228.429 millones de pesetas/afio y una mortalidad que

actualmente se acerca a las 20.000 defunciones/ afio.

1.2.2. METABOLISMO DEL ALCOHOL.

El alcohol es una molécula de carga débil que difunde con facilidad a través de
las membranas celulares, equilibrdndose con rapidez entre la sangre y los tejidos. La
absorcion del alcohol se produce en varios niveles del tubo digestivo en distinta cuantia:
en la mucosa bucal y esofagica, en cantidades muy pequenas, en el estobmago y el
intestino grueso en cantidades moderadas, pero es a través de la mucosa de la porcion
proximal del intestino delgado donde se produce la mayor absorcion. Diversas
circunstancias pueden modificar la absorcion, aumentando ésta en caso de vaciamiento
gastrico rapido, con la ingesta de bebidas espumosas o con la ausencia de grasas,
proteinas o carbohidratos. El etanol se excreta directamente por los pulmones, el sudor y
la orina (aproximadamente un 10%), pero es en el higado donde se metaboliza la mayor
parte. Existen tres vias para la metabolizacion del etanol con distinta importancia y

distinta distribucion celular (Fig. 1):

1.- Via de la alcohol deshidrogenasa (ADH).

Tiene lugar en el citosol y es la mas importante desde el punto de vista
cuantitativo. Partiendo del etanol y mediante la alcohol deshidrogenasa se obtiene una
molécula de acetaldehido. Este proceso necesita como cofactor dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NAD) que sera reducido durante el proceso a (NADH).
Consecuentemente se provoca un exceso de equivalentes reducidos y este desequilibrio
NAD/NADH es el responsable de muchos de los trastornos metabolicos celulares. Esta
elevacion del potencial redox provoca: a) hiperlactacidemia que a su vez: contribuye a
la acidosis, inhibe la eliminacién renal de acido turico provocando hiperuricemia y
estimula posiblemente la produccion de coldgena, b) inhibicién de la neoglucogénesis
ya que el NAD es imprescindible para este proceso metabdlico, con tendencia a la

hipoglucemia, c) disminucion de la oxidacion de acidos grasos condicionada por la
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falta de NAD hecho que contribuye al deposito hepatico de las grasas ingeridas en la
dieta y los acidos grasos de sintesis endogena; d) aumento de la sintesis de acidos
grasos (reaccion metabolica que precisa de NADH) y ¢) aumento de la concentracion

de alfaglicerolfosfato que conduce a un deposito de triglicéridos en los hepatocitos.

La alcohol deshidrogenasa es una zinc-metaloenzima cuya actividad se ha visto
reducida en el higado y otros érganos de ratas como consecuencia de un déficit de zinc.
También en el humano se ha observado relacion entre la actividad de la ADH y el

contenido hepatico de zinc.

Se han descrito diferentes isoenzimas de la ADH (ADH-1, ADH-2, ADH-3,
ADH-4). La accion de la ADH-3 se localiza preferentemente en el higado pero también
en el rifiion, pulmon y estdbmago donde supone un primer paso en la metabolizacion del
etanol y una barrera protectora frente a los efectos sistémicos del etanol. La actividad de
esta enzima en el estdbmago desaparece tras gastrectomia y se pierde parcialmente en el
alcoholico por vaciamiento gastrico acelerado y dependiendo de la cantidad de alcohol
consumido, ya que esta enzima necesita concentraciones relativamente altas de alcohol
para desarrollar una actividad optima. Otras circunstancias que pueden modificar su
actividad disminuyéndola son: el sexo femenino, el ayuno y el consumo de farmacos

como la aspirina, el paracetamol y algunos anti-H2 (Lieber et al., 1994).

Este grupo de enzimas cataliza ademas la oxidacion omega de é4cidos grasos,

incrementada por el alcohol (Ma et al., 1993) y la deshidrogenacion de esteroides.

Especial atencion merece también la ADH-4. Localizada en el tejido epitelial y
en el tracto digestivo posee mayor eficiencia catalitica para la oxidacion del retinol en el
hombre. Presenta dos funciones fisiolégicas de gran importancia. Por un lado
contribuye en el primer paso del metabolismo del etanol en el estdbmago y por otro lado
estd involucrada en la sintesis de acido retinoico, inhibida por el etanol. Esta
perturbacion en la sintesis del acido retinoico puede contribuir a la patogenia del
sindrome alcohodlico-fetal y a la relacion alcohol cancer del tracto digestivo alto (Yin et

al., 2003).
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Recientemente se ha sugerido la asociacion entre determinados polimorfismos
de la ADH con ciertas enfermedades asociadas al alcoholismo, como la cirrosis

(Frenzer et al., 2002).

2.- Via del sistema microsomico oxidante del etanol (MEOS).

Es la segunda en importancia. Por esta via se metaboliza un 10% del etanol y
tiene como soporte celular el reticulo endoplasmico liso. A partir del etanol, en
presencia de NADPH y consumiendo oxigeno genera acetaldehido, NADP y agua. Este
sistema es capaz de metabolizar otros alcoholes de cadena alifatica largas. Su actividad

depende del citocromo P45y y de la NADPH citocromo ¢ reductasa.

En la ingestion cronica de alcohol se activa el sistema MEOS pudiendo llegar a
encargarse de la metabolizacion del 50% del etanol. Esto conlleva dos hechos, en
primer lugar el aumento en el consumo de oxigeno que puede ser suplido con facilidad
en las areas peri-portales y no asi en las peri-centrales y por otro lado una alteracion en
el metabolismo de diversas sustancias como el acido retinoico, cuya degradacion se ve

aumentada, y de algunos fArmacos y carcindgenos.

3.- Via de la catalasa.

No parece ser una via metabdlica de gran importancia en el metabolismo del
etanol. Tiene lugar en los peroxisomas y en las mitocondrias. El etanol se oxida
generandose acetaldehido en presencia de agua oxigenada, la cual a su vez se genera por
oxidacion de la hipoxantina y NADPH, reacciones catalizadas por la xantino oxidasa y
la NADPH oxidasas. Esta reaccion esta mas limitada por la disponibilidad de H,O, que

por la de la propia enzima.

4.- Metabolismo del acetaldehido

El 90% del acetaldehido es metabolizado en el higado generandose acetato que

posteriormente serd convertido en el ciclo de Krebs a acetil-coenzima A. Existen dos

vias enzimaticas que oxidan al acetaldehido:

11
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-La acetaldehido deshidrogenasa. Localizada tanto en las mitocondrias como

en el citosol. Precisa para su accion de NAD y es cuantitativamente la méas importante.

-La xantino-oxidasa, que conduce a la reducciéon del oxigeno molecular

generando radicales superoxido.

El acetaldehido es un compuesto por si mismo muy téxico que actiia a través de
varios mecanismos: a) uniéndose por enlaces covalentes, entre otros, a productos de la
peroxidacion lipidica, a proteinas de membrana y enzimaticas, alterando su funcién y
estructura y de esta forma se generan neoantigenos que condicionan una respuesta
inmune; b) también es capaz de unirse a proteinas circulantes como la alblimina y la
transferrina afectando a la funcion de estas proteinas en el plasma; ¢) aumentando la
peroxidacion de los lipidos de membrana con producciéon secundaria de radicales libres
capaces de multitud de efectos deletéreos; d) uniéndose a proteinas citosélicas alterando

su funcion.

Figura 1. Vias metabdlicas del etanol y el acetaldehido

Alcohol deshidrogenasa CH;CH,OH — 4 CH;CHO-+H"
(citosol) NAD (N NADH
MEOS CH;CH,OH + H" +0O, » CH;CHO +2 H,0
(Reticulo endoplasmico liso) NADPH m NADP
Catalasa CH;CH,0OH + H,0, —» CH;CHO+2H,0
(Peroxisomas y mitocondrias)
Xantino-oxidasa hipoxantina + H,O + O, 3 xantina + H,0,
NADPH-oxidasa NADPH +H"+0, — NADP + H,0;
Acetaldehido-deshidrogenasa CH;CHO __, CH;COOH

NAD [N NADH
Xantino-oxidasa CH;CHO — CH;COOH

0O, @ Oy
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1.2.3. EFECTOS ORGANICOS DEL ALCOHOL.

El etanol es un toxico sistémico que bien por si mismo, por sus metabolitos o por
las deficiencias nutricionales derivadas de su consumo excesivo, provoca efectos
intensos y deletéreos sobre el metabolismo proteico, probablemente en cualquier 6rgano
o sistema. Los mecanismos mediante los cuales el etanol induce lesiéon orgénica son
multiples: alteracion de la fluidez de membrana, dafio oxidativo, puentes de
acetaldehido, metabolismo de los eicosanoides, hipoxia, dafio inmune, activacion de
células de Ito, etc (French, 1991). Mas adelante pasaremos a describir dichos efectos
prestando especial atencion a los provocados en el higado, 6rgano donde tiene lugar el
metabolismo del alcohol; el musculo, principal reservorio proteico del organismo y el
hueso, dado el interés creciente y la reciente controversia sobre los efectos provocados

por el etanol en el esqueleto.
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1.3. MUSCULO.

1.3.1. MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA MUSCULAR.

El musculo es el tejido més abundante de nuestro organismo. El 42% del cuerpo
humano esté constituido por musculo estriado y aproximadamente un 10% por musculo
liso y cardiaco. Es la mayor reserva proteica de nuestro organismo, jugando un papel
clave en el metabolismo energético y proteico. Contiene el 90% de los aminoéacidos
libres del organismo y sintetiza la mitad de la proteinas totales (Rennie et al., 1982).
Estd compuesto por: 72% de agua, 20% de proteinas, 5% de lipidos, 2% de
constituyentes orgédnicos e inorganicos y un 1% de hidratos de carbono. Su funcidén
fundamental es la de desarrollar la fuerza necesaria para el mantenimiento de las
actitudes corporales y permitir los desplazamiento. Ademas secundariamente producir
calor, funcién que puede adquirir caracter prioritario en determinadas circunstancias

como la fiebre.

La base estructural es la fibra muscular, que consta de los siguientes elementos:
la membrana o sarcolema, los nucleos situados inmediatamente por debajo de ella, el
sarcoplasma en el que se encuentra la mioglobina, las miofibrillas, las mitocondrias y
una compleja red de tibulos. No todas las fibras musculares tienen la misma estructura

y funcién. Se diferencian 3 tipos de fibras musculares:

Fibras tipo I, de contraccion lenta y sostenida o “slow twich”, ricas en

mitocondrias y por tanto en enzimas oxidativas y pobres en glucogeno y fosforilasas, asi
como pobres en actividad ATPasa cuando son incubadas a pH 9.4. Obtienen su energia
mediante el metabolismo aerobio de la glucosa y acidos grasos (abundantes en este tipo
de fibras) y estan especialmente dispuestas para contraerse de forma lenta y sostenida.

Tienen mayor proporcion de capilares rodeandolas.

Fibras tipo II A. Poseen caracteristicas intermedias. Poseen abundantes

depositos de glucogeno y mayor cantidad de mitocondrias que las II B. Son de
metabolismo oxidativo-glucolitico y son aptas para una contraccion rapida y

relativamente sostenida.
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Fibras tipo II B, de contraccion rapida y agotable o “fast twich”, con gran

contenido de glucdgeno y fosforilasa, con fuerte actividad ATPasa, mientras que son
pobres en mitocondrias y por tanto en actividad oxidativa. Liberan la energia a base de
glucolisis anaerobia con glucogeno como sustrato, son aptas para la contraccion rapida

y pasajera.

Fibras tipo II C. Son fibras precursoras de las maduras y tienen caracteristicas

intermedias entra las fibras Il A y II B.

Existe gran variabilidad en el didmetro y la distribucion de las fibra musculares.
En humanos se produce un aumento lineal en el tamafo de las fibras musculares,
llegando a alcanzar un diametro aproximado de 40 pm a los 20 afios. También por
sexos hay diferencias; en los varones el didmetro es mayor en los tres tipos de fibras.
Ademas, si se analizan los distintos grupos musculares, se aprecia porcentajes variables
de los distintos tipos de fibras, por lo que si queremos comparar la proporcion de fibras
de distintos animales tendremos que extraer muestras del mismo grupo muscular y
aplicar técnicas de tincion iguales. El musculo gastrocnemio tiene mayor proporcion de
fibras de contraccion rapida, modelo por tanto ideal para estudiar la atrofia de las fibras
tipo Il y por este motivo fue escogido en nuestro trabajo. Por el contrario, el musculo
soleo tiene preponderancia de fibras tipo I. Ademas estas fibras se distribuyen en el
musculo en tres dreas bien definidas: 4rea A ,la mas pequefia y con fibras tipo [ y II B;
area B, la mas medial y con fibras tipo Il A y II B y area C, la mayor y compuesta de
fibras tipo I A y II B con ausencia de fibras tipo I (Gonzélez Hernandez et al., 1989).
Ademas el musculo es un tejido en continua remodelacién para adaptarse a las
funciones que se le exige. Ejemplo de esto son los cambios musculares de los
corredores de fondo en los que se produce un aumento de las fibras tipo I (Staron et al.,

1984).

La inervacién es especialmente importante, dada la dependencia que las fibras
musculares mantienen con respecto al sistema nervioso para su funcion. Cada fibra
nerviosa controla un numero variable de fibras musculares, entre 10 y 150, que forman
una unidad motora. Este control se establece mediante sinapsis con cada una. La

estructura a nivel de la cual enlaza el nervio y el musculo es la placa motora.
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La estimulacion, contraccion y relajacion de la fibra muscular induce una serie
de fendmenos que se inician con la despolarizacion de la membrana de la fibra
muscular, desencadenada por la unién de la acetilcolina, liberada desde la fibra
nerviosa, a sus receptores. Esta despolarizacion genera un potencial de accion que se
extiende por toda la superficie de la fibra, y a través del sistema tubular transverso,
alcanza el interior liberando Ca del reticulo endoplasmico. El calcio, actuando sobre la
troponina y tropomiosina liberan el freno que estas proteinas suponen para la
interaccion entre la actina y la miosina produciéndose el acoplamiento entre ambas y
acortandose la fibra. El alcohol induce un efecto inhibitorio sobre el flujo de calcio a
través del sarcolema provocando una reducciéon en el acoplamiento de los miotubulos
(Nicolas et al., 1998; Cofan et al., 2000). Cuando cesa la estimulacion la membrana se

repolariza , el Ca entra dentro del reticulo endoplédsmico y la fibra se relaja.
Este proceso consume energia, pero el musculo esta especialmente dotado para

obtener la energia que precisa. A continuacion pasaremos a detallar las distintas fuentes

energéticas de las que dispone el musculo para llevar a cabo su funcion.

1.3.2. METABOLISMO MUSCULAR.

La contraccién muscular depende de la energia suministrada por el ATP. Pero el
ATP del que dispone el musculo solo es suficiente para mantener la contraccion durante
unos segundos. Sin embargo, una vez que el ATP se desdobla a ADP, este puede ser
fosforilado para generar de nuevo ATP. La refosforilaciéon se puede llevar a cabo

mediante distintas vias.

El glucogeno al degradarse enzimdaticamente para generar acido lactico y
piravico libera energia para convertir ADP en ATP. Esta glucdlisis genera ATP a una
velocidad 2,5 veces mas rapida que la sintesis de ATP a partir de combustibles
organicos que reaccionan con el oxigeno. Ademads esta génesis de ATP puede lograrse
en ausencia de oxigeno, de forma que, durante un corto periodo de tiempo
aproximadamente 1 minuto, puede mantenerse la contraccion en condiciones
anaerobias. El ATP generado tras la degradacion del glucdégeno también puede

emplearse para la formacion de fosfocreatina. El alcohol produce un incremento en las
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concentraciones de glucdégeno y una disminucioén de le actividad de la piruvatocinasa

(Vernet et al., 1995).

La fosfocreatina, sustancia de alto nivel energético que existe como depdsito en
el muasculo en reposo, es también una fuente para la refosforilacion al contener un
enlace de fosfato de alta energia. Durante la contraccion se desdobla en creatina y

fosfato, pero solo permite contracciones durante siete u ocho segundos.

La ultima fuente de energia y, la mas importante, ya que supone un 95% de ésta,
es la que procede de la combinacion de sustratos como las proteinas, los carbohidratos y
los lipidos con oxigeno para liberar ATP, mediante metabolismo oxidativo. A

continuaciéon pasamos a exponerlas:

Metabolismo de los carbohidratos .

La glucosa, producto final de la absorcion de los carbohidratos, una vez en el
interior celular puede almacenarse en forma de glucdégeno o sufrir un proceso de
fosforilacion mediado por la hexocinasa, transformandose en glucosa-6-fosfato, sustrato

para la obtencion de energia.

Metabolismo de los lipidos

Constituye la fuente de energia mds importante en el musculo en reposo y
durante la contraccioén. La gran mayoria de la degradacion inicial de los acidos grasos
ocurre en el higado, pero este drgano no emplea esa cantidad de acidos grasos para su
propio metabolismo, sino que los exporta hacia otros, entre ellos el musculo, en forma
de 4cido acetoacético para su consumo. Una gran parte del acido acetoacético se
transforma en acido beta-hidroxibutirico y en pequefias cantidades de acetona. A estas
tres ultimas moléculas se les denominan cuerpos cetdonicos y se acumulan en todas
aquellas circunstancias en las que se produce una ausencia de metabolizacion de

carbohidratos.

Metabolismo de las proteinas

Todas las proteinas del organismos estdn en un continuo proceso de sintesis y
degradacion. La tasa de recambio proteico es de una a dos semanas en el musculo.

Existen dos sistemas de degradacion proteica uno intralisosomal, mediado por proteasas
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acidas e hidrolasa, y otro intracitoplasmatico que incluye varios sistemas, el mas
importante de los cuales es la via ubiquitina-proteasoma. El musculo es el principal
reservorio de proteinas, que en situaciones de ayuno serdn usadas para la
neoglucogénesis y para la sintesis hepatica de proteinas de transporte, reactantes de fase

aguda, etc..., lo que provoca emaciacion muscular.

1.3.3. MIOPATIA ALCOHOLICA.

El consumo cronico de alcohol provoca miopatia en el 50-60% de los
alcoholicos (Preedy et al., 1990a). La miopatia alcohdlica es la patologia musculo
esquelética mas prevalente en Occidente (Preedy et al., 2001a). Muy probablemente casi
todos los pacientes con una ingesta etilica mayor de 100 g/dia durante varios afios
presentan cambios ultraestructurales musculares. De éstos, alrededor de la mitad
presenta cambios en el microscopio Optico y entre un 30-40% del total refiere
manifestaciones clinicas de miopatia. Estos cambios parecen estar relacionados con el
consumo total de alcohol por kg de peso del paciente y son reversibles parcialmente con
la abstinencia enolica (Fernandez Sola et al., 1996) o con la reduccion de la ingesta
alcoholica (Fernandez Sola et al., 1998) hasta valores de consumo menores de 60 g/dia
(Fernandez Sola et al., 2000). El consumo de alcohol no afecta sélo al musculo
esquelético sino también al cardiaco. Varios autores han relacionado estas dos entidades
clinica e histologicamente (Fernandez Sola et al., 1994; Urbano Marquez et al., 1995).
Haller en 1984 describié dos sindromes asociados al consumo de alcohol, uno agudo
caracterizado por necrosis muscular y otro créonico donde lo que predominaba era la
debilidad y la atrofia muscular. Desde el punto de vista anatomo-clinico la podemos
clasificar en dos grupos (aunque para algunos autores hay una tercera forma), que a

continuacion pasamos a describir:

Miopatia alcohdlica aguda. Consiste en una necrosis muscular aguda cuya
gravedad varia desde una rabdomiolisis intensa a formas asintomaticas, en las que solo
se observa una elevacion transitoria de las transaminasas. La rabdomiolisis aguda suele
aparecer tras un episodio de ingesta importante y se caracteriza por dolor subito,
hinchazéon y debilidad en uno o varios grupos musculares (también denominado

pseudotromboflebitis). La lesion muscular se refleja en una elevacion de la aldolasa, la
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aspartato-aminotransferasa, la creatincinasa, la lactatodeshidrogenasa y mioglobinuria.
La complicacion mas frecuente es la insuficiencia renal por la mioglobinuria. Sin
embargo, en la mayoria de los casos, el proceso es autolimitado. Microscopicamente se
afectan tanto las fibras tipo I como las tipo II, pero predominantemente las primeras, y
las lesiones que pueden aparecer varian desde la degeneracion de Zenker a la
destruccion total de la fibra. Ultraestructuralmente se caracteriza por la aparicion de un
infiltrado linfoplasmocitario y multiples puntos de necrosis (Ferraz et al., 1989). La
incidencia de este cuadro es baja, afectando aproximadamente a un 1% de los

alcoholicos.

Miopatia alcohoélica crénica. Se caracteriza por una progresiva pérdida de masa
muscular, (hasta en un 30%) y debilidad que afecta de manera predominante a los
grupos musculares proximales, especialmente en las piernas (Haller, 1984). Suele ser
indoloro, muchas veces subclinica y se asocia con frecuencia a malnutricion.
Microscopicamente se aprecia atrofia selectiva de las fibras tipo II (fibras glicoliticas y
de contraccion rapida) con una reduccion media de el 33% de su didmetro,
fundamentalmente la fibras II B (Martin et al., 1984), mientras que las tipo I se ven
poco afectadas e incluso hipertrofiadas en fases iniciales. En la miopatia muy avanzada
también se han descrito reduccion del didmetro de las fibras tipo 1. La atrofia de las
fibras tipo II B coexiste con la depleciéon de algunas enzimas glicoliticas como la
aldolasa, la piruvatocinasa y la lactatodeshidogenasa (Trounce et al., 1990). La fibrosis
e infamacion no son hallazgos frecuentes y ocasionalmente se encuentran depositos de
grasa. Ultraestructuralmente se aprecian alteraciones en las mitocondrias que aparecen
con menor perimetro y area ya desde fases muy iniciales del proceso de dafio muscular
(Del Villar et al., 1984) y la necrosis de las fibras no se observa con frecuencia
(Salisbury et al., 1992). La incidencia de esta forma de miopatia no es bien conocida
dado su escasa sintomatologia, pero se calcula en torno al 50% (Urbano Marquez et al.,

1989).

1.3.3.1. ETIOPATOGENIA.

Aunque estudiado de forma extensa, el mecanismo etiopatogénico de la miopatia
alcohdlica aun permanece por aclarar. Son muchos los factores que han contribuido a

ralentizar el estudio de esta patologia. Por un lado, la dificultad para obtener muestras
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musculares humanas, para lo cual se tuvieron que desarrollar modelos animales en los
cuales musculos esqueléticos anatomicamente distintos se han empleado para reflejar el
comportamiento de las fibras tipo I (musculo séleo) y las tipo II (musculo plantar); y
por otro lado la complejidad de factores que rodean al alcoholismo y el metabolismo del
alcohol como el peculiar estilo de vida del alcohdlico, que provoca un deterioro
nutricional que puede potenciar los efectos mediados por el alcohol, la presencia de
patologia concomitante que igualmente podria contribuir al establecimiento de la
miopatia o el dano provocado por el etanol por si mismo y por sus metabolitos. Entre

los factores coexistentes descritos detacan:

-Malnutricién. El papel de la malnutriciéon proteica en la patogenia de la
miopatia alcohodlica es atin objeto de controversia a pesar de haber sido estudiada por
diversos autores. Existen grupos que apoyan la teoria de que la malnutricién proteica no
juega un papel relevante en la génesis de la miopatia pese a observar que esta entidad se
expresa de forma mads intensa en los pacientes con ingestas mayores, que son a su vez
los peor nutridos. Las aportaciones cientificas a este respecto serdn discutidas en un

apartado posterior.

-Neuropatia alcohdlica. La neuropatia ha sido observada con mayor frecuencia
en los pacientes con atrofia de las fibras tipo II, con respecto a los que no tienen atrofia.
Sin embargo la mayoria de los pacientes que tienen atrofia de las fibras tipo II no tienen
neuropatia periférica. En un estudio donde se comparan a 250 sujetos alcoholicos con
sujetos con ingesta minima de alcohol (menor de 20 g/d) se observo que un 16% de los
alcoholicos frente a un 0% de los no alcohodlicos, tenian criterios de neuropatia, mientras
que la miopatia aparecia en un 47% de los alcohdlicos frente a un 5% de los controles
(Estruch et al., 1993). Andersen et al., en 1998 no encontraron relacion alguna entre el
desarrollo de atrofia muscular y el de neuropatia o la severidad de la enfermedad
hepéatica. Igualmente Mills et al., en 1986 encontraron que la miopatia cronica
alcohdlica era debida al efecto del etanol sobre la fibra muscular y no secundariamente a
la neuropatia periférica. Por tanto la neuropatia podria contribuir a los cambios

histolégicos del musculo del alcohélico, pero ocurre de forma independiente.

-Hepatopatia. La disfuncion hepatica se ha sefialado mecanismo patogénico de

la miopatia alcoholica. En un estudio en 44 pacientes alcoholicos se observd que la
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cardiomiopatia y la cirrosis hepatica eran mas frecuentes en aquellos con miopatia
alcohdlica (Sacanella et al., 1995). Sin embargo otros como Andersen et al., en 1998, no
encontraron relacion entre el grado de disfuncion hepdatica y la miopatia alcohodlica.
Tampoco Martin y Peters en 1985, en pacientes alcohdlicos, ni Preedy et al., en 1990b
en ratas con cirrosis inducida con tetracloruro de carbono (CCL4) encuentran que la

miopatia se produzca en relacion con la enfermedad hepatica.

-Alteraciones endocrinas. El alcohol produce hipogonadismo en relacion con el
tiempo total de consumo (Villalta et al., 1997). Se han observado disminucién de las
concentraciones plasmaticas de testosterona y atrofia testicular, no solo por efecto
directo del etanol sino también por la malnutricion concomitante (Gonzalez Reimers et
al., 1994). El alcohol no sélo origina un hipogonadismo primario sino un defecto en la
secrecion de gonadotrofinas (Van Thiel et al., 1980). También han sido descritas,
aumento de las concentraciones plasmaticas de cortisol durante todo el tiempo que
persiste la ingesta, inhibicion de la secrecion de vasopresina al ascender la
concentracion plasmatica de alcohol y el fendmeno opuesto al descender al alcoholemia,
disminuciéon moderada de la T4 y mas acusada de la T; y reducciones en las
concentraciones plasmaticas de IGF-1. Hay un estudio que demuestra que el IGF-1 esta
disminuido en alcoholicos y cirrdticos y en éstos se relaciona mas con el grado de
insuficiencia hepdtica que con la malnutricion. Ademds se acompafia de un aumento de

la GH (Santolaria et al., 1995).

-Alcohol y sus metabolitos que pueden ejercer efecto directo sobre el musculo y
cualquier 6rgano mediante: disminucion de la sintesis proteica por reduccion del RNA
ribosdmico y por aumento de las RNAsas (Preedy et al., 2001a); perturbaciones en las
membranas celulares (Adachi et al., 2003a) y en las proteinas de las membranas
relacionadas con sefiales intracelulares, en particular las asociadas a la homeostasis del
calcio (Ohlendieck et al., 2003); alteracion del potencial transmembrana de las fibras
musculares y reduccion del contenido de foésforo, magnesio y potasio (Preedy et al.,
2001a); formaciéon de enlaces covalentes entre proteinas y acetaldehido y
malonildialdehido en musculos con predominancia de fibras tipo II (Nimela et al.,
2002); alteracion de la proteolisis; disminucion de los niveles de a tocoferol que puede
predisponer al dafo tisular (Preedy et al., 2001a); dafio por radicales libres (ROS);

disminucion de la proliferacion celular muscular durante el inicio de esta fase y retraso
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en la diferenciacion del musculo esquelético (Garriga et al., 2000). Recientemente
ademas se ha descrito presencia de la apoptosis en el musculo esquelético de grandes
bebedores, sobre todo en aquellos afectos de miopatia (Ferndndez Sola et al., 2003) y se
ha sugerido que la sobreexpresion de determinados pro-oncogenes (c-myc) inducida por
el etanol y el acetaldehido pueden activar vias transcripcionales preapoptoticas proceso

este que puede ser potenciado por la malnutricion (Nakahara et al., 2003).

1.3.3.2. EFECTOS DEL ALCOHOL SOBRE LA SINTESIS PROTEICA.

El etanol y el acetaldehido son potentes inhibidores de la sintesis de proteinas
tanto si se administra de forma aguda o cronica (Preedy et al., 1994a). Este deterioro de
la sintesis proteica se ha objetivado tanto en el musculo liso gastrointestinal (Preedy et
al., 1999a) como en el estriado esquelético (Preedy et al., 2001a), efecto compartido por
la malnutricion proteica (Svanberg et al., 2000). Este deterioro de la sintesis de
proteinas afecta tanto a las cadenas pesadas de miosina como a las de titina y nebulina
causando disfuncion muscular (Hunter et al., 2003). El efecto del alcohol sobre la
sintesis de proteinas afecta predominantemente a los musculos con mayor contenido de
fibras tipo II (Preedy et al., 1988). La reduccion de la sintesis proteica puede llegar a ser
de un 40% en alcohdlicos con alto consumo de etanol, mayor de 100 g. durante mas de
10 afos, segun pudieron observar Pacy et al., en 1991. Estudios recientes
experimentales demuestran que el deterioro inducido sobre el metabolismo proteico por
el consumo cronico de alcohol es reversible, demostrando una normalizacién de la
sintesis de proteinas en el musculo esquelético y cardiaco tras la supresion del alcohol
(Vary et al., 2004). Son varios los mecanismos implicados en este deterioro de la

sintesis proteica :

A) Disminucion del contenido de RNAm por aumento de la degradacion de éste,
(incremento de la actividad de las RNasa), fundamentalmente en los musculos con alto
contenido en fibras tipo II como el plantar (Preedy et al., 2001b), aunque en algunos
estudios, en ratas alimentadas con alcohol siguiendo el modelo de Lieber de Carli, se ha
podido apreciar una disminucion de la cantidad de RNAm total sin un efecto manifiesto
sobre el RNAm que condiciona la sintesis de las proteinas de las miofibrillas a pesar de

una marcada reduccion en el contenido de miosina.
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B)Alteracion del proceso de traslacion de proteinas que es modulado por el
acetaldehido afectando tanto a proteinas contractiles como no contractiles y que en
principio no depende de disponibilidad de los aminoécidos, disfuncién endocrina o
hepatica ni malnutriciéon (Preedy et al., 1994b). Se cree que este deterioro de la
traslacion se debe a una reduccion intensa del factor 4E provocada por el etanol (Molina
et al., 2002) en el musculo y el factor de iniciacion 2B en el higado (Lang et al., 2000b).
Dicho factor controla la unién del RNAm al complejo de preiniciacion 43S, proceso del
que depende el inicio de la sintesis de proteinas. Este efecto potenciado por el etanol es
mas marcado en los musculos ricos en fibras tipo II segliin se ha apreciado (Lang et al.,
1999a). Se ha comprobado como este proceso molecular deteriorado por el alcohol se

reestablece tras la abstinencia (Vary et al., 2004).

C) Resistencia periférica a la insulina. La insulina es un potente estimulador de
la sintesis de proteinas. El consumo crénico de alcohol provoca un aumento de la
insulina circulante. Este hiperinsulinismo, junto con el deterioro de la sintesis proteica
en el alcoholismo, hace pensar en una situacion de resistencia periférica (Preedy et al.,
2001b). La administracion aguda y cronica de alcohol provoca un descenso en la
concentracion de los niveles de IGF-1 (Lang et al., 2000a), quedando por definir el
papel de estos factores de crecimiento. En este sentido, Hong-Brown et al., en 2001,
observaron que la capacidad de estimular la sintesis proteica de el IGF-1 y la insulina se
veia disminuida en un 30 y 60% respectivamente en miocitos incubados con etanol
durante 72 horas. Por otro lado Lang et al., en 2001 apuntan que un defecto en la
disponibilidad o efectividad de determinadas hormonas anabolizantes, como el IGF-1,
pudiera estar relacionado con el deterioro de la sintesis proteica y el inicio de la
traslacion. Mas recientemente en estudios in vivo se ha evidenciado que el aumento,
hasta magnitudes similares a las observadas en circunstancias hipercatabolicas, de los
valores de proteinas fijadoras del IGF-1 (IGFBP-1) (que provocan una disminucién en
las concentraciones de IGF-1 libre y una elevacion del RNAm que codifica dichas
proteinas fijadoras en el higado y los rifiones) es capaz de disminuir selectivamente la
sintesis de proteinas en las fibras musculares tipo II (Lang et al., 2003). Todos estos
datos parecen apoyar claramente el papel del IGF-1 como mediador de la miopatia

cronica alcohdlica (Lang et al., 2004).
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1.3.3.3. EFECTOS DEL ALCOHOL SOBRE LA DEGRADACION DE PROTEINAS.

La degradacion proteica en el musculo sigue dos vias: A) la via lisosomal,
encargada de la destruccion de proteinas extracelulares, bacterianas y proteinas de las
membranas celulares, como los receptores de membrana, a través de proteasas acidas e
hidrolasas presentes en los lisosomas. No es una via importante cuantitativamente en lo
que se refiere al recambio de la mayoria de las proteinas celulares o en situaciones de
estrés catabolico. Estd parcialmente inhibida por aminoacidos e insulina. B) Una via
citosodlica que incluye varios sistema, de ellos el mas importante el sistema ubiquitina/
proteosoma (Weber et al., 1992). Esta via se encarga de la destruccion de proteinas
anormales, proteinas de vida media corta como las enzimas y de vida media larga como
las contractiles del musculo y es la responsable de la destruccion proteica acelerada en
las situaciones hipercatabdlicas. La actividad de este sistema es estimulada por
glucocorticoides, hormona tiroidea, PGE2 y varias citocinas como IL-1, IL-6 y TNFa

liberadas en situaciones de sepsis, acidosis, ayuno, etc... (Mitch et al., 1996).

Existen estudios contradictorios a cerca del efecto del alcohol sobre Ia
degradacion de proteinas. En 1985 Martin y Peters no encontraron diferencias
significativas en la degradacion de proteinas musculares entre sujetos alcoholicos
cronicos ni controles. Rodriguez Rodriguez et al., en 1995 encontraron niveles de
citocinas aumentados en sujetos con hepatitis aguda alcoholica, estando bien establecida
la situacion de hipercatabolismo en el alcoholismo (Mendehall et al., 1984).
Recientemente se ha observado que una administracion aguda de alcohol afiadida a una
situaciéon basal de consumo crénico de alcohol reduce la actividad de proteasas y

aminopeptidasas citoplamicas (Koll et al., 2002).

1.3.3.4. EFECTOS MEDIADOS POR RADICALES LIBRES (ROS).

El alcohol y su metabolito mas importante, el acetaldehido, favorecen no sélo un
aumento en la produccion de ROS sino también una importante alteracion de los

mecanismos de defensa frente a estos compuestos.
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1.3.3.4.1. RADICALES LIBRES.

Se entiende por radical libre a aquella materia cuyas moléculas poseen un
nimero impar de electrones y por ello son extremadamente inestables y efimeros.
Cuando una molécula pierde uno o mas electrones sufre una oxidacion mientras que si
los gana se trata de una reduccion. Existen multiples reacciones quimicas que generan
radicales libres: carbono trivalente, nitrogeno divalente, oxigeno monovalente,
sustancias altamente reactivas, capaces de reaccionar con multiples compuestos
organicos y desarrollar dafio celular. En general los radicales libres son tanto mas
peligrosos cuanto mayor es su agresividad quimica, persistencia, concentracion y

duracion de su accion. Los radicales libres mas importantes son:

Radical superoxido (O5). Es una variedad del oxigeno molecular que se forma a

partir del O2 por captura de un electron. Relativamente inestable y con vida media de

unos milisegundos. O, + ¢ =0y

Peroxido de hidrogeno o agua oxigenada (H,0O,). Se forma del radical

superoxido, proceso que es acelerado por la superdxidodismutasa. Es bastante estable.

20,+2H =H,0,+ 0,

Radical oxhidrilo (OH’). Su precursor inmediato es el peroxido de hidrogeno

que en presencia de i6n ferroso libre da radical hidroxilo. Es uno de los radicales mas
lesivos con gran facilidad para la penetracion en membranas celulares y destruccion de

sus lipidos y proteinas. H,O, +Fe*" = HO +HO +Fe’".

La metabolizacion del acetaldehido a acetato mediante la enzima xantino-
oxidasa, promueve la reduccion de oxigeno molecular a anidon superoxido, con el
consiguiente aumento de éste a nivel intracelular.

Ademas el consumo crénico de alcohol produce activacion de la enzima
microsomal NADPH Pysy oxidasa, que activa al O2 en presencia de Fe 2+ ¢ induce
especificamente un componente del citocromo p450 con transferencia electronica

espontanea al O2.
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Una vez formado el anion superoxido es transformado en agua oxigenada por el
sistema enzimatico de la superoxidodismutasa, grupo de metaloenzimas dependientes
de zinc, cobre y manganeso.

El anién superdxido puede destruir grupos tioles y residuos de triptéfano de
proteinas, inactivar ribonucleasas y peroxidar lipidos insaturados de las membranas
nucleares con la consiguiente produccion de sustancias con toxicidad diversa como:

cetonas, ésteres, agua oxigenada y aldehidos.

1.3.3.4.2. MECANISMOS ANTIOXIDANTES

Se entiende por antioxidantes a aquellos compuestos capaces de oponerse a la
accion del oxigeno y de ciertos radicales oxidantes. Los principales presentes en el

organismo son las vitaminas C y E y el glutation.

El glutation. Es un tripéptido que contiene azufre. En presencia de glutation
peroxidasa, enzima que tiene como cofactor al selenio reduce el agua oxigenada a agua
transformandose en glutation oxidado, reacciéon en la que se producen radicales de
azufre monovalentes y relativamente estables por lo que no son nocivos. El acetaldehido
se une de forma covalente al glutation reducido alterando su funcién. Por otro lado la
deficiencia de selenio, que se ha asociado a la malnutricion proteica, puede jugar un

papel relevante en la defensa frente a los ROS (Lee et al., 1994).

Vitamina C. Es hidrosoluble por lo que su efecto neutralizador de radicales
libres se manifiesta en materia acuosa. Los radicales libres inertes reaccionan con la
vitamina C. Destruye ciertos radicales formados en el propio organismo o de productos

que se ingieren o inhalan asi como otros originados por radiaciones ultravioletas.

Vitamina E (alfa tocoferol). Es liposoluble por lo que su funcion antioxidante se

efectia principalmente en los lipidos, jugando un papel fundamental en la proteccion de
las membranas celulares. Interrumpe la cadena de peroxidacion de los lipidos

insaturados.
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Superdxidodismutasa. Metaloenzima detoxificadora de radicales libres de

oxigeno que cataliza una reaccion en la que partiendo de dos aniones superoxido y dos
hidrogeniones se forma una molécula de agua oxigenada y otra de oxigeno. Existe una
forma que contiene manganeso localizada preferentemente en las mitocondrias y otra
conteniendo zinc y cobre que se localiza fundamentalmente en el citosol. Los déficits
dietéticos de zinc, cobre y manganeso podrian teéricamente aumentar la susceptibilidad

al dafio producido por el alcohol.

El etanol, por si mismo o a través de otros factores asociados como la
malnutricién o la deficiencia de ciertos oligoelementos puede alterar los mecanismos
defensivos frente al exceso de radicales libres (Girre et al., 1990), disminuye las
concentraciones intrahepatocitarias de glutation (Fernandez Checa et al.,, 1989),
disminuye las concentraciones hepatocitarias y séricas de selenio (Dworkin et al., 1985;
Boleda et al., 1989) afecta a la absorcidon de vitamina E bien de forma directa o bien a
través de la malabsorcion lipidica propia de la hepatopatia, disminuye la actividad de la
superoxidodismutasa (Arthur et al., 1985) y provoca alteraciones en el 4cido ascorbico

(Kawase et al., 1989).

1.3.3.4.3. RADICALES LIBRES Y MIOPATIA.

Los ROS pueden contribuir a los cambios musculares que se producen en el
alcoholismo. El dafio oxidativo puede ser debido tanto al etanol y sus metabolitos como
a la malnutricién proteica. Las fibras musculares tipo II son las mas sensibles a este
dafio y las primeras en afectarse. Preedy et al., 1990a describieron concentraciones
plasmaticas de selenio (cofactor de gran nimero de enzimas, entre ellas la GPX) y alfa
tocoferol disminuidas en alcoholicos con miopatia e incluso una reduccion en las
concentraciones musculares de alfa tocoferol. Posteriormente en 1992 Ward et al.
describen resultados similares a los previos de Preedy: encuentran reduccion de los
valores plasmaticos medios de P-carotenos, zinc y selenio en alcohodlicos frente a
controles y los B-carotenos disminuian en plasma a medida que era mayor el dafio
hepatico existente. Sin embargo el a tocoferol solo estaba descendido en pacientes con
cirrosis, y cuando se analizo el estado antioxidante en pacientes con miopatia alcoholica
se puso de nuevo en evidencia la descrita reduccion de los valores de selenio y a

tocoferol, que no estaba presente en pacientes con biopsia muscular normal. Otros
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autores, por el contrario, describen resultados opuestos, Fernandez Sola et al en 1998
no encontraron diferencias significativas en los valores musculares y sérico de o
tocoferol, 4cido ascorbico y retinol. El déficit de selenio y alfa tocoferol pueden causar
miopatia (Lang et al., 1987), aunque los suplementos con alfa tocoferol no han
mostrado que amortiglien los efectos deletéreos del alcoholismo sobre el metabolismo
proteico en el musculo esquelético (Koll et al., 2003). Igualmente se ha descrito
disminucioén de la carnosina plasmatica, dipéptido con propiedades antioxidantes, en
alcohdlicos con miopatia. En ratas se han descrito elevaciones de los niveles circulantes
de troponina T en presencia de alcohol, mecanismo éste adscrito al dafio mediado por
radicales libres (Preedy et al., 1999b). Ademas un estudio reciente en alcohdlicos
cronicos de Fernandez Sola et al., en 2002, donde se analizaba la actividad de diversos
sistemas antioxidantes (GPX y SOD) y la influencia sobre estos de la malnutricion, la
miopatia y el alcoholismo, puso de manifiesto la existencia de una alteracion de los
sistemas antioxidantes que no se relacionaba con los parametros nutricionales, la
miopatia ni el consumo de alcohol. Todo lo comentado anteriormente ha contribuido a
generar gran controversia sobre el papel de los ROS en la patogenia de la miopatia
alcoholica. Quizés en este sentido juegue algin papel el manganeso, oligoelemento
usado como cofactor de la SOD, y que en situaciones de malnutricion, asociadas con

gran frecuencia al alcoholismo, puede verse disminuido.

También los radicales libres de oxigeno pueden conducir a un incremento en el
catabolismo proteico a través del aumento de la actividad del sistema ubiquitina
/proteasoma mediado por el TNFa (Reid y Li, 2001). Ademaés el TNFa puede deteriorar
la sintesis de proteinas del musculo esquelético (sarcopldsmicas y de las miofibrillas) y
cardiaco también mediante disminucion del proceso de traslacion del RNAm, al
provocar una menor disponibilidad de factores de iniciacion de la traslacion (Lang et al.,
2002). Algunos datos sugieren que el consumo cronico de etanol incrementa el estrés

oxidativo muscular (Fujita et al., 2002).

Recientemente se ha aportado evidencia de que el alcohol induce defectos en la
biomembranas, incluida la formacion de enlaces covalentes proteicos con el
acetaldehido, principalmente en las fibras musculares tipo II (Niemela et al., 2002) e
incremento en la actividad de la Ca ATPasa de los reticulos sarcoplasmico y

endoplasmico. Concomitantemente se ha observado un incremento de los

28



Introduccién

hidroxiperdxidos de colesterol y los oxiesteroles reflejando posiblemente que el dafio de

las membranas es mediado por radicales libres (Adachi et al., 2003b).

1.3.4. MIOPATIA Y MALNUTRICION.

El papel que juega la malnutricion, patologia que con alta frecuencia acompaiia
al alcoholismo, per se, en la génesis de la patologia muscular alcohdlica ha sido objeto
de estudio y controversia. Algunos autores defienden que la toxicidad de la dosis
acumulada del etanol tiene un efecto directo etiopatogénico en el desarrollo de las
enfermedades relacionadas con al alcohol, como lo es la miopatia, mientras otros
defienden el efecto coadyuvante de la malnutricién asociada sobre la aparicion de la
miopatia. La pérdida rapida de proteinas musculares durante la inanicion se debe
primordialmente a un incremento en las tasas de destruccion proteica y a una activacion
de los procesos proteoliticos dependientes de ATP no lisosomales, como es la via
ubiquitina-proteasoma (Wing et al., 1995), via ésta que aumenta su expresion en

musculos atréficos (Medina et al., 1995).

Como comentabamos previamente, algunos autores no han encontrado relacion
entre el estado nutricional, la presencia de cirrosis o neuropatia y la atrofia muscular del
alcoholico (Preedy, 1990a). Estruch et al.,, en 1993 estudiando a 250 alcoholicos
encontraron que la unica variable que se asocio de forma independiente al desarrollo de
complicaciones del alcoholismo, como cirrosis, miopatia, etc., fue la dosis acumulada
de alcohol a lo largo de la vida, sin embargo si encontraron que los pacientes que
presentaban cirrosis y neuropatia mostraban parametros antropométricos nutricionales e
IMC mas bajos. En otro estudio llevado a cabo en alcoholicos con y sin miopatia en el
que se estudiaron varios parametros relacionados con el estado nutricional, la atrofia de
las fibras tipo II encontrada en el musculo cuadriceps no se relacionaba con el estado
nutricional de los sujetos (Duane et al., 1988). Mas recientemente, estudios que ponen
de manifiesto el efecto directo del alcohol sobre las membranas celulares y la
produccion de radicales libres, no apoyan que las alteraciones musculares se deban a
deficiencias nutricionales (Adachi et al, 2003a). Essen et al. en 1981 sugeria en
pacientes anoréxicos adolescentes que la reduccion de peso e IMC que mostraban, se

relacionaba con una pérdida de la masa muscular esquelética originada por una atrofia
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de todos los tipos de fibras musculares y en especial las fibras tipo I A. También en
estudios experimentales se ha apreciado que la malnutricion tiene efectos per ser en la
estructura y funcionalidad de los musculos respiratorios (Kelsen, 1986) a expensas de
una reduccion del area de las fibras de contraccion rapida (Kelsen et al., 1985), Martin
et al., en 1985b encontro relacion entre la intensidad de la atrofia de las fibras tipo Il 'y
parametros nutricionales como el IMC y la circunferencia del brazo, aunque la atrofia
de las fibras tipo II también se asocio a la presencia de marcadores del alcoholismo
(VCM y GOT). En 1998 Andersen et al., en un estudio llevado a cabo con cirréticos
alcoholicos coinciden con el previo al encontrar que las unicas dos variables que se
relacionaban con la fuerza muscular eran la abstinencia durante un periodo medio de 90
dias y el IMC bajo. Ferndndez Sola et al., en 1995 también encontraron que la
malnutricion caldrica ejercia un efecto independiente sobre la atrofia de las fibras tipo
II; en la serie de Urbano-Marquez, en 1989 se encuentra que el pliegue tricipital esta
disminuido en pacientes alcohdlicos con miopatia apreciando ademas una relacion
inversa entre el consumo de alcohol y la fuerza muscular. Por Gltimo, Nicolas et al., en
2003 encuentran que la malnutricion proteica puede jugar un papel coadyuvante en la

génesis de la miopatia.

No obstante por parte de este grupo en Barcelona y del de Preedy et al., en
Londres, ha prevalecido la idea de que es s6lo el alcohol es el causante de la miopatia,
en contraste con las observaciones realizadas por nuestro grupo, en las que se demuestra
tanto experimentalmente como en estudios clinicos que la malnutriciéon tanto proteica
como calorico proteica juega un papel determinante en su génesis. En este sentido en un
estudio llevado a cabo en 60 alcohodlicos a los que se les realizd biopsia muscular y
mediciones antropométricas para valorar el estado nutricional se encontro, que aquellos
pacientes que exhibian atrofia de las fibras musculares mostraban un peor estado
nutricional, al presentar una reduccidon no sélo de la circunferencia del antebrazo sino
también del pliegue tricipital apuntando a una desnutricion tipo marasmo (Romero et
al., 1994). Posteriormente otro estudio realizado con 180 alcoholicos con ingesta muy
superior a 80 g/dia (aproximadamente 180 g/dia) mostr6 una clara relacion entre IMC y
fuerza muscular, en especial en aquellos alcoholicos con habitos alimenticios mas
irregulares (Santolaria et al., 2000b). Igualmente estudios experimentales realizados por
nuestro grupo han puesto de manifiesto resultados similares. Se ha visto que ratas

alimentadas con dietas hipoproteicas (dietas con un contenido proteico del 6%)
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mostraban una proporcion inferior de fibras tipo II y un diametro menor de las fibras
tipo II B que ratas controles (Conde Martel et al., 1998) y mas recientemente en un
estudio con ratas cirrdticas, tras induccion con CCL4, que eran alimentadas con dietas
hipoproteicas o normoproteicas, se aprecia como las ratas malnutridas presentan un
grado de atrofia mayor, tanto de fibras tipo II A como II B. Ademas en este estudio se
demostrd que sélo la malnutricion proteica ejercia un efecto independiente, sobre el

diametro de ambas fibras (Lopez Lirola et al., 2003).
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1.4. HUESO.

El hueso es un tejido vivo que sufre un proceso de remodelacion continuo a lo
largo de la vida mediante el cual ciertas regiones del hueso son destruidas y
reconstruidas de una forma sistematica (Frost , 1969). Este proceso sirve para reparar
las microlesiones causadas por el uso normal o traumatico y para que el hueso cumpla
su funcién en la homeostasis calcio-fosforo. Durante el proceso normal de
envejecimiento se pierde hueso y esta pérdida es habitualmente causada por un
desequilibrio en este ciclo de remodelacion Osea, en el cual la reabsorcion 6sea no se

compensa adecuadamente con la subsecuente formacion Osea .

La masa 6sea no es constante a lo largo de la vida: durante las dos primeras
décadas de la vida el hueso crece en longitud y anchura, y la formacion ¢sea predomina
sobre la reabsorcion, lo que produce una continua acumulacion de masa 6sea. Una vez
finalizada la pubertad el hueso continua creciendo en grosor y densidad hasta alcanzar
un pico de valor de masa dsea en la tercera década de la vida. Una vez alcanzado este
pico de masa Osea la pérdida de hueso comienza y no terminard hasta el final de la vida.
Desde que se alcanza el pico de masa 0sea hasta los cincuenta afios se produce un ligero
predominio de la reabsorcion sobre la sintesis de tal manera que se produce una pérdida
neta de masa d6sea de 0.5%/afio. A partir de los cincuenta, y en mujeres a partir de la
menopausia, la pérdida es particularmente pronunciada, especialmente en los primeros
5-15 afios. Se sabe que aquellos individuos que en su madurez alcanzan pronto el pico
de masa dsea tendran un riesgo mas bajo de desarrollar osteoporosis posteriormente en
sus vida. Un valor pico de masa 6sea bajo seguido de una rapida pérdida relacionada
con la edad predispone al desarrollo de osteoporosis. Desde que aparece una pérdida
significativa de masa dsea en individuos de edad media hasta que aparece un riesgo
elevado de fractura d6sea transcurren como mucho dos décadas en las que no hay

evidencia clinica alguna de problema.

En EEUU una sexta parte de las fracturas totales es debida a osteoporosis. Sin
embargo, las consecuencias de una fractura osteoporodtica pueden ser de distinta
gravedad. Si nos referimos a las fracturas de cadera, las dos terceras partes de ellas son

consecuencia de la osteoporosis, y una quinta parte de los pacientes que sufren este tipo
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de fracturas, muere en los seis meses siguientes a la fractura. Esta mortalidad es mayor
en hombres que en mujeres y condiciona una reduccidon en la expectativa de vida de
aproximadamente 6 afios (Trombetti et al., 2002). De los supervivientes una quinta parte
va a requerir una institucionalizaciéon prolongada y otra quinta parte permanecera

discapacitado permanentemente.

La prevalencia de osteoporosis esta alcanzando proporciones epidémicas entre
otras causas por el incremento de la expectativa de vida de la poblacion. Se espera que
en América el numero de fracturas de cadera sea de 4.5 millones en el afio 2050 como
consecuencia de la combinacion de una vida mas prolongada y el incremento en la tasa

de nacimientos (Cooper y Melton, 1996).

1.4.1. COMPOSICION Y REMODELADO OSEO.

El hueso estd formado por una matriz extracelular, que posee componentes
organicos e inorgéanicos, y por un conjunto de células de estirpe mesenquimatosa. Las
fibras de colagena tipo I suponen el 90% de la matriz organica; el 10% restante
corresponde a proteinas no colagenas, fundamentalmente proteoglicanos, glicoproteinas
(osteocalcina, osteonectina, sialoproteina, osteopontina) y fosfoproteinas. En situacion
fisiologica el 99% de la matriz dsea esta mineralizada (cristales de hidroxiapatita). El

1% restante no presenta depdsito de minerales y se conoce como osteoide.

En el hueso se distinguen tres tipos de células: a) los osteoblastos: responsables
de la sintesis de la matriz organica, actian como reguladores de la mineralizacion dsea.
Son células mononucleares cuya membrana plasmatica es muy rica en fosfatasa
alcalina. Derivan del preosteoblasto. Parte de los osteoblastos quedan rodeados y
enclaustrados por la matriz calcificada adquiriendo forma estrellada, en este momento
cesa su actividad anabolica y se convierten en osteocitos; b) los osteoclastos:
responsables de la reabsorcion de tejido 6seo, son células grandes multinucleadas que
presentan un borde en cepillo en la zona de contacto con el hueso. Se originan a partir
de los preosteoclastos, que proceden del sistema mononuclear fagocitico y son ricos en

fosfatasa acida tartrato resistente. La diferenciacion de los osteoclastos esta estimulada
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por una amplia variedad de hormonas y citocinas entre ellas: calcitriol, PTH, TNF-a y

las I1-1, IL-6 y IL-11.

El hueso es una estructura dinamica, renovandose cada afio el 25% del hueso
trabecular y el 3% del cortical, accion que se lleva a cabo gracias a la actuacioén
coordinada de osteoblastos y osteoclastos en las llamadas unidades de remodelado. El
ciclo de remodelado (Fig.2) se inicia en las células de revestimiento o Lining cells de la
superficie Osea, células que favorecen la activacion de los precursores de los
osteoclastos. Los osteoclastos se fijan a la superficie a remodelar por la zona de sellado
y mediante la accidon de proteasas e iones de hidrogeno labran una pequena cavidad de
forma caracteristica conocida con el nombre de laguna de Howship si se localiza en el
hueso trabecular y como “cono penetrante” si lo hace en el cortical. Esta fase dura entre
dos y tres semanas. Una vez completada la fase de reabsorcion los osteoclastos sufren
un proceso de apoptosis. A continuacion y durante un periodo de unas dos semanas
células fusiformes tapizan la cavidad; es la llamada “fase inversa”. Tras esta fase de
inactividad aparente los precursores de los osteoblastos llegan a la cavidad y una vez
trasformados en osteoblastos comienzan a rellenar las cavidades previamente labradas
con componentes organicos de la matriz dsea, que se depositan en forma de laminillas
concéntricas o paralelas segin se trate de hueso cortical o esponjoso respectivamente.
Desde el inicio del depdsito de osteoide hasta la mineralizacion transcurren 10 dias. La
mineralizacion comienza a producirse en la interfase entre el hueso preexistente y el
osteoide y avanza en un plano de barrido que se denomina “frente de mineralizacion”.
Esta fase de formacion dura aproximadamente tres meses. Gran parte de los
osteoblastos desaparecen posteriormente, probablemente por un fendmeno de apoptosis

y el resto se trasforman en osteocitos.
A la diferencia entre el volumen de hueso formado y destruido se la denomina

balance 6seo y se denomina “turnover” (o recambio) a la cantidad de hueso viejo que ha

sido renovado por hueso nuevo por unidad de tiempo.
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Figura 2. Fases del remodelado éseo.
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1.4.2. METABOLISMO MINERAL OSEO.

1.4.2.1. CALCIO.

El cuerpo humano contiene de 1000 a 1500 g de calcio, del cual el 99% se
encuentra en los huesos en forma de hidroxiapatita. Las necesidades nutricionales de
calcio estan determinadas mayoritariamente por las necesidades del esqueleto y siguen
un comportamiento segun niveles umbrales para las distintas edades y situaciones. Una
vez que la ingesta de calcio alcanza el umbral necesario para esa edad o condicion, la
excrecion urinaria de calcio aumenta sugiriendo que se ha alcanzado la saturacion del

hueso (Matkovic et al., 1992).

Los aportes exdgenos de calcio tienen distinta importancia dependiendo de la
edad del individuo: variaciones en la ingesta de calcio durante las etapas precoces de la
vida pueden suponer una diferencia entre un 5% a un 10% en el pico de masa dsea.
Esta pequefia diferencia, sin embargo, puede potencialmente contribuir en mas del 50%
a las tasas de fracturas de cadera en etapas mas tardias. Entre los 20 y los 50 afios
también el calcio de la dieta se correlaciona de manera directa con la masa 6sea de tal

forma que 1000 mg. de calcio diarios previenen la pérdida 6sea en aproximadamente un
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1% por aflo. Ya por encima de los 50 afios las hormonas gonadales tienen un impacto
marcado sobre la salud del hueso. El cese de la secrecion de estrogenos y testosterona
contribuye a acelerar la perdida de masa 6sea. La mujer puede perder entre un 20-30%
de hueso esponjoso y un 5-10% de hueso cortical entre los 50 y los 60 afios. Es en este
grupo de edad donde los distintos estudios intervencionistas han mostrado que los
suplementos dietéticos de calcio apenas tienen efecto sobre el hueso y este efecto queda
confinado al hueso cortical casi exclusivamente. Por el contrario, en el periodo
menopausico tardio si que se ha observado un efecto mas pronunciado de la ingesta de
calcio y se sugiere que 1 g. de calcio al dia se asocia a una disminucion del 24% en el

riesgo de fractura de cadera.

1.4.2.2. FOSFORO.

El fosforo se encuentra en cantidades inferiores al calcio en el organismo y en un
85% se encuentra en el esqueleto. Las necesidades nutricionales de fosforo son de 700
mg/dia. Aunque es un elemento nutricional esencial su ingesta en cantidades excesivas
puede ser perjudicial para el hueso, ya que provoca un incremento de los niveles séricos,
lo que condiciona una caida en las concentraciones de calcio con el subsecuente
incremento de la secrecion de PTH y de la reabsorcion dsea. Una dieta rica en P y baja

en Ca es deletérea para la masa Osea.

1.4.2.3. MAGNESIO.

El cuerpo humano contiene aproximadamente 25 g. de magnesio, las dos
terceras partes del cual se encuentra en el esqueleto y el resto en los tejidos blandos. Las
necesidades diarias de magnesio son de 360 mg/dia. El Mg contenido en el hueso no
forma parte integral de los cristales de hidroxiapatita, como si lo hacen el calcio y el
fosforo. Su importancia sin embargo radica en que juega un papel importante en el
metabolismo del Ca y el hueso. La hipomagnesemia inhibe la secrecion de PTH
produciendo hipocalcemia. También provoca alteraciones en la vitamina D e
hiperexcitabilidad neuromuscular. Estudios tanto sobre modelos experimentales
(Creedon et al., 1999) como humanos (Tucker et al., 1999) han demostrado una relacién
directa entre la ingesta de Mg y la masa 6sea. Por esta razon la deficiencia de magnesio

debe ser considerado un factor de riesgo para osteoporosis.
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1.4.2.4. HIERRO.

El hierro juega un papel importante en la formacion del hueso ya que actua
como cofactor de enzimas involucradas en la sintesis de coldgena. Se ha observado una
mayor fragilidad d6sea en ratas deficientes en hierro (Medeiros et al., 1997). La
absorcion de hierro puede ser inhibida por otros minerales y oligoelementos,
particularmente por el calcio. Sin embargo no estd claro como esa ingesta de Ca puede
afectar a los depositos de hierro y cual puede ser la consecuencia de esos depositos

depleccionados sobre la masa Osea.

Por otro lado el hierro puede ser un téxico para las células dseas y contribuir al
desarrollo de osteoporosis en individuos con alteraciones en el metabolismo del hierro o
sobrecarga de este (hemocromatosis, hemosiderosis, enfermedades renales cronicas,
transfusiones, etc.). No estd todavia del todo claro si el dafio sobre el hueso se produce
por efecto directo del hierro, por la hipovitaminosis C que la sobrecarga férrica produce
o por ambos. Conte et al., en 1989 compararon la DMO y la histomorfometria 6sea en
pacientes con hemocromatosis primaria, cirrosis hepatica y controles observando que
tanto los cirrdticos como los afectos de hemocromatosis presentaron deterioro del hueso
trabecular mientras que el hueso cortical s6lo se vio afectado en los pacientes con
hemocromatosis. Diamond et al., en 1989b, valorando parametros histomorfométricos
en pacientes afectos de hemocromatosis idiopatica frente a controles, observaron
osteoporosis en el 45% de los pacientes con descenso particularmente intenso de la
DMO cuando coexistia con hipogonadismo. En aquellas circunstancias en las que
coexiste la sobrecarga de hierro y el consumo de alcohol, no se conoce en qué medida
los cambios inducidos sobre el hueso son debidos al hierro per se, al alcoholismo

cronico, a la malnutricion o al hipogonadismo asociados.

1.4.2.5. COBRE.

El cobre influye sobre la maduracion de la colagena y de esta forma puede
influir sobre la composicion y estructura dseas. La lisil-oxidasa, enzima que contiene
cobre, cataliza el entrecruzamiento de lisina e hidroxiprolina en la colagena

contribuyendo a la fuerza mecénica de las fibras de coldgena. Se ha observado que la
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deficiencia de cobre provoca una disminucién en la resistencia del hueso en modelos

animales (Jonas et al., 1993).

1.4.2.6. ZINC.

El cuerpo humano contiene de uno a dos gramos de zinc. Aproximadamente el
90% se encuentra en el tejido muscular, 6seo, en la piel y en el pelo, mientras que
circulando en sangre se encuentra menos del 1%. El zinc juega un papel importante en
el metabolismo del tejido conectivo, actuando como cofactor de enzimas como la
fosfatasa alcalina (necesaria para la mineralizacion 6sea) y las colagenasas (esenciales
para el desarrollo de la estructura de colagena del hueso). Hay estudios que demuestran

que el aporte de zinc aumenta el crecimiento 6seo (Diaz Gomez et al., 2003).

El déficit de zinc, por otro lado, provoca un deterioro en la sintesis de DNA y
del metabolismo proteico, lo cual conduce a un efecto negativo sobre la formacion del

hueso.

1.4.3. SISTEMAS HORMONALES IMPLICADOS EN LA REGULACION DEL
REMODELADO OSEO.

1.4.3.1. PTH.

Polipéptido de 84 aminoacidos, producido por las células principales de las
glandulas paratiroideas, cuya secrecion estd regulada por un mecanismo de
retroalimentacién negativo, de tal forma que niveles altos de calcio i6nico inhiben su

secrecion y viceversa.

Su principal efecto sobre el hueso consiste en un aumento de la reabsorcion
osea. Estimula la funcion osteoclastica al aumentar el numero y la actividad de las
células encargadas de reabsorber el hueso. Esta accion no es directa, ya que los
osteoclastos carecen de receptor para la PTH, al parecer se produce por medio del
RANK-L y necesitan de la presencia de osteoblastos que si poseen estos receptores, que
liberarian sustancias activadoras de la reabsorcion como la IL-6. También tiene una

accion anabolica mediada en parte por un aumento en la sintesis de IGF-1 (polipéptido
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dependiente de la hormona de crecimiento, que actia estimulando la proliferacion de
precursores osteoblasticos y la actividad de los osteoblastos) y TGF-B (que estimula la
produccion local de los precursores de los osteoblastos y la sintesis de colageno, parece

inhibir la reabsorcion 6sea y podria inducir la apoptosis de los osteoclastos).

La PTH en el rifion aumenta la reabsorcion de calcio en el tabulo distal y
disminuye la de fésforo en el tibulo proximal. Produce un aumento de la produccion
renal de calcitriol y de esta forma, sobre el intestino, induce un aumento de la absorcién

de calcio y foésforo.

1.4.3.2. CALCITRIOL (1,25 DIHIDROXIVITAMINA D).

La vitamina D, procedente de la dieta y de la sintesis endogena de la piel,
alcanza el higado donde, mediante la accion de la 25-hidroxilasa, se convierte en 25-
hidroxivitamina D o calcidiol. Posteriormente es captada por el rindén, donde
experimenta una nueva hidroxilacién trasformandose en 1,25 dihidroxivitamina D o

calcitriol .

La regulacion de la secrecion de calcitriol depende de las concentraciones
séricas de calcio y fosforo. Cuando disminuye la calcemia, aumenta la secrecion de
PTH, que a su vez estimula la produccion renal de calcitriol; ésta a su vez inhibe la
formacion de PTH, con lo que se cierra el mecanismo de autorregulacion. El descenso
de la fosfatemia aumenta igualmente la produccion de 1,25 dihidroxivitamina D, pero

esta vez no mediada por la accion de la PTH sino de forma directa.

Sobre el rifion produce un aumento de la reabsorcion tubular de calcio y en el
intestino promueve el transporte activo de calcio y de fosforo a través de la mucosa,
facilitando su absorcion. El calcitriol, sobre el hueso, estimula la reabsorcion y
posibilita la mineralizacion. Este efecto lo ejerce directamente a través de la
diferenciacion de los preosteoclastos, e indirectamente, a través de los osteoblastos, que
activan los osteoclastos maduros. Esta en discusion su papel sobre la formacion 6sea: se

han demostrado la presencia de receptores para la vitamina D en los osteoblastos.
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1.4.3.3. CALCITONINA.

Polipétido secretado por las células C del tiroides en respuesta a la elevacion de
la concentracion sérica del calcio. La calcitonina aumenta la excrecion urinaria de calcio
y fosforo e inhibe la reabsorcion 6sea mediante una disminucion de la proliferacion de

los proosteoclastos y un bloqueo de la actividad citoplasmaética de los osteoclastos.

1.4.3.4. HORMONAS SEXUALES.

Tanto los andrégenos como los estrogenos desempefian un papel fundamental en
la maduracion del esqueleto y en la prevencion de la pérdida de hueso. Los estrogenos
actian de manera directa sobre las células Oseas a través de receptores especificos,
disminuyendo el numero y actividad de los osteoclastos y también, mediante receptores
estrogénicos en los osteoblastos, parecen incrementar la liberacion de IGF-1, TGF-B y
PGE, que inhibirian el reclutamiento osteoclastico. El papel protector de los estrogenos
podria ser también consecuencia de su capacidad para disminuir la liberacién por parte
de las células mononucleares de citocinas como la IL-1, IL-6 y el TNF-q, inductores de
la diferenciacion osteoclastica, lo que inhibiria la resorcion del hueso. La IL-1y la IL-6
poseen capacidad de activar la maduracion de osteoclastos (ademas la IL-1 favorece la
produccion de IL-6 por los osteoblastos), y el TNF-a, que ademés de inducir la
diferenciacion de los osteoclastos por accion directa sobre los precursores de los
osteoclastos (Ragab et al., 2002), también produce un aumento en la reabsorcion al
estimular la produccion de IL-1 e IL-6. El aumento de la reabsorcion 6sea producido
por un déficit de estrogenos conduce a un aumento de la calcemia que da lugar a una
serie de adaptaciones sistémicas como la disminucion de la PTH, de la sintesis renal de
vitamina D y de la absorcion intestinal de calcio, que contribuyen aumentar todavia mas

la pérdida de masa dsea.

Por otro lado la deficiencia de androgenos determina una disminucion de la

secrecion de calcitonina y de la sintesis de calcitriol.
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1.4.3.5. OTROS SISTEMAS HORMONALES.

Los glucocorticoides a concentraciones fisioldgicas actuan como moduladores
del remodelado 6seo. Sin embargo a dosis suprafisiologicas inducen una pérdida osea.
Inhiben directamente a los osteoblastos, células con receptores especificos para ellos.
Este efecto es mediado en gran parte por la PTH y el calcitriol. La insulina estimula la
sintesis de la matriz 6sea y es necesaria para que la mineralizacion se lleve a cabo.
También activa los osteoclastos al parecer por medio del RANKL. La hormona de
crecimiento es un polipétido pituitario que favorece la formacion de hueso a partir de la
estimulacion de la IGF-1, produciendo un aumento en el reclutamiento y la
diferenciacion de osteoblastos (Marie, 1997), sin embargo este efecto sobre la DMO no
es igual para hombres y mujeres en edad avanzada, siendo el efecto positivo mayor
sobre las ultimas (Karasik et al., 2002; Langlois et al., 1998). Las hormonas tiroideas
ejercen un papel fundamental sobre la formacion del cartilago y sobre el hueso

estimulan la actividad osteocléstica y aceleran la velocidad del recambio 6seo.

1.4.4. FACTORES LOCALES O SISTEMICOS QUE INFLUYEN EN EL
REMODELADO OSEO.

El componente genético o familiar podria determinar alrededor del 50% de la
variabilidad de la masa Osea. Se han encontrado factores genéticos que influyen
directamente en la formacion/reabsorcion dseas, como alteraciones genéticas del
colageno tipo I. Diversos estudios demuestran la existencia de una anomalia estructural
del procolageno tipo I que podria justificar casos de osteoporosis grave (Spotila et al.,

1994).

La malnutriciéon o la ingesta baja en calcio, sobre todo durante la etapa de
desarrollo esquelético, también provocan efectos deletéreos sobre el hueso, ya que es
en estas etapas cuando se alcanza el pico de masa 6sea (Valimaki et al., 1994), pero
igualmente una ingesta de calcio baja se correlaciona con pérdida de masa osea en la

adultez (Huuskonen et al., 2000) y no asi en la vejez (Hannan et al., 2000a).
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El alcohol y el tabaco producen también una disminucién de la masa dsea. El
tabaco parece que ejerce su efecto toxico directamente sobre las células Oseas, pero
ademads provoca un aumento del metabolismo hepdtico de los estrogenos y se asocia a
una menopausia precoz. El tabaquismo, y concretamente los afios de consumo mas que
la cantidad consumida, aumenta el numero de fracturas de cadera en mujeres
postmenopausicas (Baron et al., 2001). Igualmente el consumo de tabaco en hombres de
mediana edad se asocia a disminucién de la masa dsea (Benavid et al., 1996) y en la
adolescencia y en la adultez temprana es un predictor independiente del pico de masa
Osea para hombres , no asi para mujeres (Valimaki et al., 1994). En un estudio llevado a
cabo sobre 30.000 personas, el tabaco se mostré como factor de riesgo independiente de
fracturas de cadera, siendo el responsable del 19% de las fracturas observadas, sin
apreciarse diferencias en cuanto a género. Sin embargo, el cese del consumo de tabaco
redujo el riesgo de fractura en los hombres a los 5 afios mientras que el efecto negativo
fue mas duradero en el sexo femenino (Hoidrup et al., 2000). Un metaanalisis reciente
demuestra que el tabaquismo provoca un aumento del riesgo de fracturas que es
substancialmente mayor que el explicado por la disminucién de la DMO (Kanis et al.,

20043).

La delgadez y la pérdida de peso tienen un efecto negativo sobre la masa Osea.
El peso en la mujer es probablemente el determinante mayor de la masa Osea, por
delante incluso la situacion hormonal en la que se encuentren (pre, peri o
postmenopausia (Rico et al., 2002). El peso y el indice de masa corporal pueden
explicar una proporcion sustancial de la variabilidad en la densidad mineral 6sea a lo
largo de la vida tanto en hombres como en mujeres, pero este efecto es mucho menor en

los primeros (Felson et al., 1993; Hannan et al., 2000a).

Factores de tipo mecanico como la inmovilizacion, la debilidad muscular o la
ingravidez ejercen un efecto negativo sobre la masa 6sea. En 1994 Valimaki et al.
apreciaron, en un estudio realizado en 264 sujetos entre 9 y 18 afos a los que siguieron
durante 10 afos, que el ejercicio por si solo condicionaba un aumento significativo de la
DMO en cuello femoral, tanto en hombres como en mujeres, y en columna lumbar en
hombres. En este estudio el peso, el ejercicio, el tabaquismo y la edad poseian un efecto
independiente sobre la densidad mineral dsea y explicaban una variabilidad en la DMO

del 38% en mujeres y del 46% en hombres. Bendavid et al. en 1996 encuentran un
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efecto positivo del ejercicio fisico y la ingesta adecuada de calcio al disminuir la pérdida
Osea relacionada con la edad en individuos entre 50 y 64 afios. La DMO se ha
correlacionado de forma positiva con la fuerza muscular a diferentes niveles: triceps,
biceps, rectos abdominales (Huuskonen et al., 2000) y con la masa muscular (Visser et
al., 1998). Pero el ejercicio no ha mostrado efectos beneficiosos o protectores sobre los

cambios histomorfométricos inducidos por el alcohol sobre el hueso (Reed et al., 2002).

Pese a conocerse que el consumo importante de alcohol puede resentir
dramaticamente la salud 6sea y que existen muchos otros factores que pueden afectar a
la estructura de nuestros huesos, existen sin embargo muy pocos estudios que examinen
la interaccidon entre éstos y como pueden influir positiva o negativamente sobre el

hueso.

1.4.5. OSTEOPATIA ALCOHOLICA.

El alcohol se considera un importante factor de riesgo para la osteoporosis y las
fracturas dseas, aunque estudios recientes apoyan el efecto beneficioso de la ingesta
moderada de alcohol sobre el hueso, en especial en mujeres ancianas (Feskanich et al.,
1999; Baron et al, 2001) efecto este que pudiera deberse a un incremento de los niveles
circulantes de estrogenos o a una inhibicion de la iniciacion del remodelado dseo
(Turner et al., 2001c). El etanol no solo induce cambios sobre el metabolismo y la
histomorfometria 6sea cuando es ingerido de forma continua y mantenida sino incluso
tras intoxicaciones agudas (Diez et al., 1997). La duracion del consumo abusivo de
alcohol se asocia de manera positiva con la gravedad de la osteopenia (Pumarino et al.,
1996) e independientemente del momento del inicio del consumo abusivo del alcohol
(Hogan et al., 2001). Tradicionalmente la presencia de fracturas multiples se ha
asociado a alcoholismo. En 1977 Oppenheim definia el “sindrome del alcohdlico
maltratado” como la presencia de tres o mas fracturas en el mismo individuo en
diferente estadio cronologico de curacion, y vio que el 62% de los pacientes que eran
atendidos en un hospital con tres o mas fracturas eran alcohdlicos. Lindsell et al., en
1982 compararon la frecuencia de fracturas costales en pacientes con enfermedad
hepatica alcohdlica y no alcohodlica frente a controles. Los alcohdlicos presentaron

fracturas costales en un 28% de los casos, fracturas que ademas eran bilaterales y
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multiples y se diferenciaban de manera significativa respecto al resto de los grupos. La
presencia de fracturas costales en pacientes con enfermedad hepatica era un marcador
de alcoholismo con un 95% de especificidad y un 28% de sensibilidad. Estudios
amplios han identificado al consumo de alcohol como factor de riesgo significativo de
fracturas en hombres (Kanis et al., 1999); sin embargo, en otros estudios no se ha
encontrado esta asociacion (Mussolino et al., 1998) o se ha encontrado que esta dicha
asociacion es dependiente del sexo (Hoidrup et al., 1999). Un estudio reciente llevado a
cabo sobre una poblacién de mas de 16.000 personas ha puesto de manifiesto que la
ingesta de alcohol mayor de 2 unidades/dia se asocian tanto en hombres como en
mujeres a un aumento significativo del riesgo de cualquier tipo de fracturas,
osteoporoticas o no, y de fracturas de cadera, y que este riesgo es ligeramente mayor, e

igualmente de manera significativa, en los hombres (Kanis et al., 2004b).

El efecto del alcohol sobre el hueso no solo depende del efecto que éste, per se,
pueda ejercer sobre el conglomerado de factores bioquimicos, hormonales y celulares
que intervienen en la formacidn y reabsorcidon 0sea, sino también por la diversidad de
circunstancias asociadas al alcoholismo, como: deficiencias nutricionales,
hipogonadismo, mayor exposicion a traumatismos, actividad fisica disminuida, masa y
fuerza muscular reducidas, sobrecarga férrica o hepatopatia asociados, que también

pueden ejercer un efecto directo o indirecto sobre el metabolismo 6seo.

Diversos estudios relacionan la existencia de osteoporosis con la enfermedad
hepatica cronica. Jorge et al., en 1988 en pacientes cirrdticos alcohdlicos, encuentran
relacion entre la disminucion del volumen 6seo trabecular y los pardmetros de funcion
hepatica, pero estos ltimos no se relacionaron con ninguno de los valores hormonales y
electrolitos que participan en el metabolismo calcio fosforo y los ejes hormonales que
lo regulan. Para unos autores la enfermedad d6sea en pacientes con hepatopatia no se
correlaciona con las concentraciones séricas de la vitamida D o sus metabolitos o el
efecto de estos metabolitos sobre la funcion osteobldstica (Diamond et al., 1989c). Sin
embargo, otros (Mobarhan et al., 1984) si encontraron respuesta favorable al tratamiento

con calcidiol sobre la densidad mineral Osea.

La homeostasis mineral en los alcohdlicos esta afectada: el alcohol aumenta la

excrecion urinaria de calcio, magnesio y zinc (Rico, 1990). La intoxicacion aguda

44



Introduccién

provoca hipocalcemia (Sampson et al., 1999) con hipo o hipermagnesemia. Esta
hipocalcemia esta condicionada por una inhibicion del flujo de calcio desde el hueso y
por la inhibicion de la secrecion de PTH por accidn directa o indirectamente a través de
la hipomagnesemia frecuentemente asociada (Jasminka et al., 2000). La ingesta aguda
de alcohol también induce hipercalciuria e hipermagnesuria fundamentalmente por
efecto directo sobre el rifion, aunque también con contribucion del hipoparatiroidismo
igualmente inducido por el alcohol (Laitinen et al., 1992a). En el alcoholismo cronico

los niveles de calcemia tienden a ser normales.

El eje hormonal que regula el recambio 6seo también se ve afectado por el
alcoholismo. Mediante diversos mecanismos el alcohol provoca una disminucién de los
niveles plasmaticos de la vitamina D (Laitinen et al., 1991), hecho que se manifiesta
independientemente de la presencia de hepatopatia. Asi, el alcohol disminuye la
absorcion intestinal y la sintesis de los metabolitos hepaticos de esta vitamina, y cuyos
niveles también disminuyen por deficiencias dietéticas. La ingesta aguda de alcohol
sobre la PTH produce una disminucién de sus valores plasmaticos (efecto dosis
dependiente) tanto por accion directa o indirectamente a través de la hipomagnesemia
como ya comentamos. Otros autores han observado, en intoxicaciones agudas por
alcohol, niveles de PTH en rangos normales pero que traducen una respuesta anormal de
las paratiroides a la hipocalcemia inducida por el alcohol (Latinen et al., 1994). En lo
que se refiere a la calcitonina, el alcohol puede inducir un aumento de su secrecién y
secundariamente una inhibicion de la reabsorcion 6sea, pudiendo ser éste el mecanismo
mediante el cual una ingesta moderada de alcohol pueden tener el comentado efecto

beneficioso sobre la masa 6sea (Rico, 1990).

El alcohol no so6lo provoca cambios en las hormonas calciotropas sino también
afecta a otros ejes hormonales los cuales a su vez pueden verse implicados en el
metabolismo 6seo. Estimula al eje adreno-hipofiso-hipotaldmico con la consiguiente
elevacion de las concentraciones de corticoides cuyo efecto negativo sobre el hueso es
conocido (Hodgson, 1990). Ademas la ingesta de alcohol induce en ambos sexos
hipogonadismo, causa de osteoporosis secundaria. La deficiencia de estrégenos es el
factor mds importante en la patogenia de la osteoporosis tipo I o postmenopatsica. En

algunos estudios como el de Sampson et al., en 1998a, sin embargo, concluyen que no
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son las alteraciones en estos ejes hormonales las que inducen los cambios dseos

producidos por el alcohol.

Los mecanismos a través de los cuales el alcohol promueve pérdida dsea no
estan aclarados totalmente. Existe evidencia de que el alcohol induce osteoporosis
mediante alteraciones tanto de la produccion como de la reabsorcion 6sea, todo lo cual
provoca una disminucion del volumen 6seo, del grosor y nimero de las trabéculas del
hueso esponjoso y de la densidad 6sea (Bikle et al., 1985; Diamond et al., 1989a; Dyer
et al., 1998; Sampson et al., 1999). El deterioro de la formacién 6sea mediado por el
alcohol es dosis dependiente (Turner et al., 2001b). El efecto toxico directo del alcohol
sobre el tejido dseo se debe entre otras causas a cambios en la fluidez de las membranas
celulares de las células dseas (Farley et al., 1985) y esta mediado entre otros por la IL-6
(Dai et al., 2000). El alcohol, por efecto toxico directo, produce una disminucion de la
actividad (Bikle et al, 1993) y la proliferacion de osteoblastos que conduce a una
formacion dsea deteriorada y a una defectuosa mineralizacion, pero sin tener efecto
toxico directo sobre los osteoblastos maduros (Klein et al., 1996). Esta proliferacion
osteoblastica deteriorada podria obedecer a una alteracion en el metabolismo de las
poliaminas inducido por el alcohol (Klein et al., 1995). Estudios in vitro han
demostrado reduccion en la sintesis de DNA y proteinas en los osteoblastos expuestos a
etanol (Friday y Howard, 1991). Inicialmente se detectan concentraciones bajas de
osteocalcina y posteriormente los cambios histomorfométricos. Diamond et al. en 1989a
mostraron como la ingesta cronica de alcohol provocaba una disminucién en la sintesis
de osteoide. Muchos autores han encontrado disminucion de los niveles de osteocalcina
en alcoholicos -no cirréticos- en activo (Lindholm et al., 1991; Laitinen et al., 1993;
Gonzalez Calvin et al., 1993; Diez et al.,, 1994). Garcia Sanchez et al., en 1995
encuentran niveles séricos de osteocalcina disminuidos en individuos sanos sometidos a
una unica dosis de alcohol. Diversos autores no s6lo encuentran disminucion de la
formacién de hueso sino también un aumento de la reabsorcion que incluso persiste mas
alld del momento en el cual se suspenden la ingesta alcohdlica. En modelos
experimentales (Preedy et al., 1991) se ha constatado un aumento de la excrecion
urinaria de hidroxiprolina. Nyquist et al., en 1996, encuentran aumento de los niveles de
deoxipiridinolina en orina (marcador de reabsorcion 6sea) de alcohodlicos activos y de
abstinentes durante mas de 5 afios, mientras que los niveles de osteocalcina se recuperan

tras la abstinencia. Igualmente en modelos alcoholicos humanos se ha observado unas
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concentraciones altas del telopétido ¢ terminal de la coldgena humana tipo I (parametro
de degradacion de la matriz 6sea) que no se relacionan positivamente con las
concentraciones de osteocalcina, como si lo hacen en los individuos sanos (Laitinen et
al., 1994). Estos datos sugieren la existencia de un desequilibrio entre formacion y
reabsorcion 6sea en alcoholicos, que puede conducir a una rapida pérdida osea con la
persistencia de un turnover 6seo acelerado incluso tras 5 afios de abstinencia. Sin
embargo esta teoria de un remodelado 6seo desacoplado, defendida por algunos
investigadores, resulta dificil de conciliar con la aparente pérdida dsea gradual que se
produce en el alcoholismo. No se puede por tanto excluir que la pérdida de hueso
inducida por el alcohol se produzca en cortos periodos de rapida pérdida osea seguidos
de intervalos prolongados con cambios pequeios (o sin ellos) de la masa 6sea (Turner,

2000).

También se ha observado en biopsias dseas en alcohdlicos, aumento de la
actividad osteoclastica, Bikle et al., en 1993 encontraron un aumento de la superficie
total de reabsorcion que se correlacionaba de manera positiva con los valores séricos de
PTH, y en modelos animales inducciéon de osteoclastogénesis y de la formacion de
CFU-GM mediada por IL-6 (Dai et al., 2000). El alcohol induce necrosis de la cabeza
femoral (Jacobs, 1992).

Se ha visto que el acetaldehido tiene un efecto teratogéno en ratas, con evidente

retraso del crecimiento.

No esté claro si el efecto del alcohol sobre el metabolismo mineral 6seo puede
ser reversible. Las concentraciones de osteocalcina (Gonzélez Calvin et al., 1993) y la
procolagena I se normalizan ya desde la segunda semana tras la abstencion de alcohol
(Laitinen et al., 1992); se elevan las de PTH y calcitriol (Lindholm et al., 1991). Peris et
al., en 1994 observaron aumento de la osteocalcina y la densidad mineral 6sea en
alcoholicos tras dos afios de abstinencia. También se han encontrado aumento de la
formacion 6sea y de los niveles de RNAm que codifican las proteinas de la matriz 6sea
en ratas alcoholicas tratadas con PTH. Este hecho evidencia que los efectos del

alcoholismo pueden ser reversibles (Turner et al., 2001a).
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Los cambios inducidos por el alcohol sobre el tejido 6seo pueden ser reducidos
por la osteoprotegerina, receptor sefiuelo que se fija al RANKL (miembro de la
superficie celular de la familia de los TNF, necesario y suficiente para la diferenciacion
osteoclastica). En modelos animales sobre ratones se ha visto que la osteoprotegerina
reduce: la pérdida de la DMO, la disminuciéon del volumen dseo esponjoso y de la
anchura de la trabécula, el aumento del nimero de osteoclastos y de la formacion de
UFC-GM vy la disminucién de la formacion osteobléstica, todos éstos efectos inducidos

por el alcohol (Zhang et al., 2002).

Un estudio con ratas ha demostrado que la administracion sistémica de
antagonistas de la IL-1 y del TNF-a protege de los efectos deletéreos del alcohol sobre
la osteogénesis acelerada inducida experimentalmente, pero no lo hace durante la

homeostasis normal del hueso (Perrien et al., 2002).

1.4.6. MALNUTRICION Y HUESO.

La malnutricion es otro factor de riesgo para la osteoporosis. A pesar de que el
hueso puede suplir las necesidades de calcio para mantener los niveles séricos, una dieta
con cantidades suficientes de calcio es necesaria para mantener el metabolismo 6seo. Ya
hemos comentado como los aportes de calcio influyen de manera diferente sobre la

masa 6sea en las distintas etapas de la vida.

El déficit de vitamina D es otro de los factores a través de los cuales la
malnutricion puede conducir a alteraciones Oseas. Mucha poblacion anciana tiene
niveles bajos de vitamina D, no suficientes para causar osteomalacia y si osteoporosis.
Existe una disminucién de los niveles de 25 hidroxivitamina D de 25-30 mg/ml de los
30 anos hasta los 5-10 mg/ml en la década de los 80 afios, lo que unido a un descenso
del flujo renal y a una posible resistencia relacionada con la edad a la 1 alfa hidroxilasa,
mantienen un estado de deficiencia del metabolito activo de la vitamina D. Un bajo
nivel de la vitamina D empeora la capacidad del organismo de adaptarse a una baja
ingesta de calcio y puede contribuir a la patogenia de la osteoporosis. Un estudio

realizado en mujeres con deficiencia de vitamina D (<30 mmol/L) mostré6 que
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desarrollaban un “turnover” 6seo muy alto con elevacion de los valores séricos de

fosforo y una excrecion urinaria de deoxipiridinolina muy alta (Diamond et al.,2002).

Muchos otros componentes de la dieta influyen en el estado de salud del hueso:
potasio, magnesio, cobre, zinc, estroncio, vitaminas como la C, K y A, azucares, acidos

grasos y proteinas (Tucker, 2003).

La malnutricion proteica contribuye al desarrollo de osteoporosis disminuyendo
la masa 6sea y alterando la fuerza muscular, que por si sola también influye en el
mantenimiento de la masa Osea. La dieta proteica constituye la fuente necesaria de
aminoacidos y nitrdgeno para la sintesis de proteinas del organismo. Estudios
experimentales sobre la influencia de las dietas hipoproteicas han demostrado que tanto
la malnutricién proteica como la caldrico proteica disminuyen la proliferacion y la
maduracion del cartilago, y reducen la actividad osteoblastica. Retrasos del crecimiento
pueden ser revertidos con una dieta isocalorica suficiente en proteinas. Por el contrario
se ha observado que las dietas hiperproteicas se asocian a un incremento en la
eliminacion urinaria de calcio, lo que a su vez puede inducir osteoporosis, pero si esas
dietas ricas en proteinas lo son también en fosforo (dietas a base de carnicos) el efecto
hipercalcitrico de las proteinas es compensado con el efecto hipocalciurico del fésforo.
Se ha propuesto que el tejido 6seo es un tampon tipo base para fijar la sobrecarga acida
impuestas por la ingestion de dietas ricas en proteinas. Ingestas grandes de
determinados componentes de la dieta como el potasio y el magnesio, que contribuyen a

generar un entorno alcalino, se asocian a DMO altas (Tucker et al., 1999).

Los mecanismos mediante los cuales la pérdida dsea acontece en la malnutricion
proteica no estan totalmente aclarados y pueden estar relacionados con unos niveles
séricos disminuidos de IGF-1 y estrégenos (Ammann et al., 2000). La ingesta baja de
proteinas deteriora tanto la produccién como la accion del IGF-1, factor esencial para el
crecimiento longitudinal del hueso, asi como para la proliferacion y diferenciacion de
los condrocitos. El IGF-1 puede ser considerado un factor clave en el ajuste del
metabolismo calcio-fosforo asi como para el desarrollo normal del esqueleto y la
mineralizacion Osea durante el crecimiento. En nifios y adolescentes sanos se ha visto
una asociacion positiva entre la cantidad de proteinas ingeridas y la masa 6sea en ambos

sexos, asociacion particularmente significativa en prepuberes, sugiriendo que el
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esqueleto responde particularmente a la ingesta proteica particularmente en los afios
previos al establecimiento de maduracion puberal (Bonjour et al.,, 2001). Se ha
observado como las alteraciones 6seas inducidas por la malnutriciéon en estadios muy
precoces de la vida pueden corregirse tras un aporte nutricional adecuado (Muzzo et al.,

1995).

Algunos estudios sugieren que la ingesta proteica adecuada ayuda al
mantenimiento de la masa osea incluso en edades tardias de la vida (Rizzoli et al.,
2001). En modelos humanos se ha apreciado que la ingesta baja de proteinas en
ancianos se relacionan con pérdidas de masa 6sea en fémur y vértebras (Hannan et al.,
2000b). También en modelos humanos alcoholicos se ha apreciado modificaciones
sobre la masa 6sea que no se relacionaban ni con la intensidad del alcoholismo ni con
la existencia de cirrosis hepatica y si lo hacen con la presencia de malnutricion (pérdida
Osea que era especialmente marcada en aquellos alcoholicos con habitos alimenticios
irregulares) (Santolaria et al., 2000b). Por el contrario, Lalor et al., en 1986 en un
estudio en pacientes alcohdlicos con varios grados de enfermedad hepatica encontré una
relacion entre la osteoporosis y el estadio de la funcion hepatica asi como con el tipo de
alcohol consumido y los determinantes mayores del volumen 6seo trabecular, ajustado

por la edad, fueron la albiimina y la ingesta de calcio.

En modelos animales se ha comprobado que el déficit proteico produce una
disminucién de la densidad 6sea, de la masa 6sea esponjosa y del grosor de la trabécula,
un adelgazamiento de la cortical y una disminucion del osteoide y de la tasa de
aposicion mineral, todo lo cual se traduce en una pérdida de resistencia del tejido dseo
(Bourrin et al., 2000a). De hecho se conoce que la malnutriciéon proteica genera una
osteoporosis de bajo “turnover”, con reduccion tanto de la sintesis como de la
reabsorcion 6sea, que se acompafia de niveles plasmaticos bajos de IGF-1 y de
resistencia de los osteoblastos a la accion de la IGF-1 (Bourrin et al., 2000b). Molina
Pérez el al.,, en 2000, sobre ratas alcoholicas y malnutridas, apreciaron que la
disminucién de la masa 6sea y de la sintesis de osteoide observada se relacionaba con la
malnutricién y no asi con el alcoholismo, aunque ambos, malnutricion y alcoholismo,
conducian a un aumento en la hidroxiprolina en orina y a una disminucién en la

aposicion mineral dsea.

50



Introduccién

La administracion de suplementos proteicos tras facturas de cadera se asocian a
un aumento de los niveles de IGF-1 y a una atenuacion en la disminucion de la masa
Osea femoral proximal que presentan los sujetos que no reciben estos suplementos

(Schurch et al., 1998).

Estudios animales, sobre ratas adultas con osteoporosis inducida, han observado
que la administracién de aminoacidos esenciales provoca un aumento de la masa Osea,
una modificacion de la arquitectura trabecular y un aumento del grosor de la cortical.
Todo lo cual se traduce en un incremento de la resistencia dsea, posiblemente mediado

por el IGF-1 (Ammann et al., 2002).
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1.5. HIGADO.

1.5.1. ANATOMIA MICROSCOPICA HEPATICA.

La arquitectura basica del higado esta constituida por los lobulillos hepaticos,
estructura circunscrita consistente en: los conductos hepdtico centrales que contienen
una tributaria central de la vena hepdtica, la vena centrolobulillar y su adventicia,
rodeados por una lamina limitante de hepatocitos, y en la periferia, los espacios porta
que contiene un conductillo biliar, una raicilla de la vena porta y una rama de la arteria
hepéatica junto con unas pocas células redondas y algo de tejido conectivo, también
rodeadas por una lamina limitante de hepatocitos. Entre estas dos estructuras se
extienden columnas de hepatocitos que se irradian desde una vena central y se alinean
de manera ordenada alrededor de los sinusoides, que contienen sangre capilar del

higado.

El tejido hepatico esta surcado por dos sistemas de tineles, los espacios porta y
los conductos hepaticos centrales, que se afinan de modo que nunca se tocan entre si.
Los sinusoides se disponen perpendicularmente a las lineas que conectan a las venas
centrales; en ellos es descargada la sangre procedentes de las ramas terminales de la
porta y la direccion del flujo viene determinada por la mayor presion en la vena porta

que en la central.

El higado debe dividirse funcionalmente. Por tradicion, la unidad se basa en una
vena hepatica central y sus hepatocitos circundantes, pero Rappaport contempla una
serie de areas funcionales, los acinos, de forma romboidal e integrados por tejido
hepatico de lobulillos contiguos. Cada acino estd constituido por el tejido hepatico
subsidiario de un eje vascular, donde se definen tres zonas: la zona 1, alrededor del
espacio porta, seria la mejor irrigada; la zona 3 (adyacente a las venas hepaticas
terminales), la peor irrigada, por estar mas alejada de los vasos nutricios; y una zona
intermedia que seria la zona 2. Las periferias circulatorias de los acinos son las que mas
sufren las agresiones. Las regiones mas proximas al eje formado por los vasos aferentes
y los conductos biliares sobreviven mas tiempo y con posterioridad pueden servir de

centro a partir del cual ocurre la regeneracion.
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Las células hepaticas representan un 60% del higado y viven aproximadamente
150 dias en los animales de experimentacion. El hepatocito tiene tres superficies, una
que mira al sinusoide y al espacio de Dissé, espacio histico comprendido entre los
hepatocitos y las células endoteliales que recubren al sinusoide, otra que mira al

conductillo y una tercera que mira al hepatocito adyacente. No existe membrana basal.

Las paredes de los sinusoides estan formadas por: a) células endoteliales, que
forman una pared continua y presentan unas fenestraciones que determinan el
intercambio de liquido y el tamafio de las particulas que pueden pasar desde y hacia el
espacio de Dissé, b) células fagociticas del sistema reticuloendotelial que se conocen
como celulas de Kupffer, macrofagos de gran movilidad, que fagocitan mediante
endocitosis, poseen receptores de membrana para inmunoglobulinas y complemento, y
ante determinados estimulos secretan sustancias como el TNF-o, interleucinas,
colagenasas, hidrolasas lisosomica, metabolitos del 4cido araquidénico y
prostaglandinas, c¢) células de almacenamiento de grasa conocidas como células de Ito,
que se encuentran en el espacio de Dissé y pueden contener grasa. Su ultraestructura
semeja fibroblastos cuando estdn vacias. Almacenan el exceso de vitamina A, otras
vitaminas liposolubles y otros retinoides. Cuando existe dafio hepatico, si es agudo, la
poblacion de células de Ito aumenta y expresa actina muscular. Si la agresion hepatica
es cronica las células de Ito se liberan de sus vesiculas de retinoides, migran a la zona 3
donde se convierten en miofibroblastos y expresan de forma marcada actina y
ocasionalmente desmina (Hautekeete et al., 1997). Estas células tienen una alta
capacidad fibrogénica, secretan coldgeno de los tipos I, III y IV y laminina y pueden
ademas regular el flujo sanguineo sinusoidal. La transformacion de células de Ito a
miofibroblastos estd regulada por una gran variedad de sefales intercelulares entre
células de Ito y células de Kuffer, neutréfilos y linfocitos. Estos producen mediadores
humorales como oxidantes, 6xido nitrico, eicosanoides, citocinas y proteinasas que
afectan a la proliferacion, expresion genética y contractilidad de la célula de Ito y éstas a
su vez elaboran sefales que promueven la quimiotaxis y adherencia de los leucocitos,
activandolos (Maher , 2001). d) Células punteadas, son linfocitos NK dotados de gran

movilidad con citotoxicidad espontanea frente a hepatocitos infectados por virus.

El sistema excretor del higado empieza en los canaliculos biliares, conductillos

que carecen de paredes y son simples surcos en las superficies de contacto entre los
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hepatocitos. La red canalicular intralobulillar drena en unos conductillos biliares
terminales denominados conductos de Hering, los cuales a su vez desembocan en otros

mayores situados en los tractos portales.

La matriz extracelular es patente cuando existe enfermedad hepatica, pero
también existe de una forma sutil incluso en el higado normal. Los constituyentes mas
importantes de ésta son el coldgeno tipo IV, la fibronectina, la laminina, Heparan-
sulfato y los proteoglicanos y contribuyen a su formacion todas las células contiguas al

sinusoide (Sherlock and Dooley, 1995).

1.5.2. FUNCION HEPATICA.

El higado desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de la
homeostasis metabodlica. Algunas funciones son mas sensibles que otras, pero el higado
posee una capacidad de reserva considerable, de tal forma que una alteraciéon minima o
moderada puede no reflejarse en alteraciones metabolicas detectables. Estas alteraciones
son mas notorias en los pacientes con hepatopatias avanzadas y sus manifestaciones se

asemejan, independientemente del desencadenante etioldgico inicial.

Los procesos bioquimicos en los que el higado participa de un modo
fundamental son: a) el metabolismo intermediario de los aminoacidos e hidratos de
carbono, b) la sintesis y degradacion de proteinas y glucoproteinas, c) el metabolismo y
degradacion de medicamentos y hormonas y d) la regulacion del metabolismo de los

lipidos y el colesterol.

Las funciones relativas de las células que estan en la periferia circulatoria de los
acinos (zona 3), junto a las venas hepdticas terminales son distintas de las que estdn en
el area circulatoria alrededor a las arterias hepaticas y venas portales terminales (zona 1)
(Fig.3). Las causas de las diferencias metabolicas entre las distintas zonas varian. Para
algunas funciones (glucolisis, gluconeogénesis, cetogénesis) parece ser dependiente de
la direccion del flujo sanguineo a lo largo del sinusoide. Para otras (citocromo P450), la
tasa de transcripcion difiere entre los hepatocitos perivenosos y periportales. La

expresion diferencial de la glutamina sintetasa a lo largo de los acinos esta ya
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establecida en el higado fetal. También existen diferencias zonales en la celeridad del

transporte hepatico de sustancias desde los sinusoides hacia los canaliculos.

En la zona 1 esta la mayor concentracion de enzimas del ciclo de Krebs y de las
encargadas de la sintesis de la urea. En esta zona es mayor el aporte de oxigeno e
igualmente la sangre que reciben tiene una alta concentracion de sales biliares,
revistiendo particular importancia en la sintesis de bilis dependiente de sales biliares. La
zona 3 es una zona donde las enzimas P450 metabolizantes de drogas abundan, sobre
todo tras la induccion enzimatica con fenobarbital. Los hepatocitos de la zona 3 reciben
una alta concentracion de productos del metabolismo de las drogas, lo que junto con la
menor concentracion de glutation que presentan los hace especialmente susceptibles a
las reacciones hepaticas por drogas. Los hepatocitos del 4rea 3 son también muy

propensos al dafio hepatico andxico por las razones comentadas previamente.

Figura 3. Metabolismo del hepatocito en relacion con la zona en la que se

encuentre.
ZONA 1 ZONA 3

Hidratos de carbono Gluconeogénesis Glucolisis
Sintesis de proteinas Albumina y fibrin6geno | Albumina y fibrinégeno
Citocromo P450 + ++

Tras fenobarbital + -+
Glutation ++ -
Aporte de O, +++ +
Sintesis de bilis

Dependiente de sales biliares ++ -

No Dependiente de sales biliares | - ++
Sinusoides Pequefios Rectos

Metabolismo de los aminoacidos v de las proteinas.

Los aminoacidos procedentes de la dieta y de la degradacion tisular de proteinas

llegan al higado para metabolizarse; algunos son transaminados o desaminados a
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cetoacidos que se metabolizan por muchas vias entre ellas las del ciclo del acido citrico
de Krebs, imprescindible para que los aminoacidos puedan emplearse como fuente de
energia. La desaminacion tiene como consecuencia la produccion de amoniaco que

posteriormente se transformara en urea por el ciclo de la urea de Krebs-Henseleit.

El higado es un lugar importante para la sintesis y degradacion de proteinas,
(posee la tasa mas alta de sintesis por gramo de tejido) funciones éstas que se ven
influenciada por hormonas como la insulina y el glucagéon o diversas citocinas. El
hepatocito produce albumina (aproximadamente 10-12 g/dia, lo que representa un 25%
de la produccion total de proteinas en el higado), fibrindgeno, componente C3 del
complemento, o-l-antitripsina, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina y
protrombina, factores de la coagulacion, y a-fetoproteina y ap-macroglobulina entre
otras; algunas de ellas, reactantes de fase aguda, son sintetizadas en respuesta a un dafio
tisular a través de un mecanismo complejo en el que intervienen diversas citocinas
como el TNF- a. IL-1 e IL-6, que estimulan la produccion de éstas en detrimento de las

restantes.

Metabolismo de los carbohidratos

El higado mantiene la glucemia dentro de limites normales mediante una
combinacion de glucogenogénesis, glucogenolisis, glucdlisis y neoglucogénesis. Estas
funciones estan reguladas por diversas hormonas, sobre todo insulina, glucagon,
hormona del crecimiento y algunas catecolaminas. En ayunas el higado contribuye al
mantenimiento de la glucemia mediante la glucogenolisis, pero los depdsitos hepaticos
de glucdégeno se vacian al cabo de un dia de ayuno. El mecanismo principal es la
neoglucogénesis, proceso que guarda relacion con el catabolismo proteico muscular, en
respuesta a la hipoinsulinemia y la hiperglucagonemia. En la enfermedad hepatica son
frecuentes la hiperglucemia y la intolerancia a la glucosa con concentraciones
plasmaticas de insulina aumentadas (Santolaria et al., 1983). Se cree que es debido a
resistencia a la insulina por diversos mecanismos (Petrides et al., 1998; Aoki et al.,
2000). Y en fases finales es mas comun la hipoglucemia por disminucion de los
depositos hepaticos de glucogeno y de su sintesis y por disminucioén de la respuesta al

glucagén.
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Metabolismo de los lipidos v el colesterol.

La mayor parte de los acidos grasos captados por el higado y esterificados en
forma de triglicéridos proceden de la dieta y del tejido adiposo. Algunos 4cidos grasos
se sintetizan en el higado a partir del acetato. Los 4cidos grasos pueden convertirse en
triglicéridos, esterificarse con colesterol, incorporarse a los fosfolipidos u oxidarse hasta
originar CO; o cuerpos cetonicos. La mayoria de los triglicéridos se sintetizan para la
exportacion, pero para ello han de transformarse en lipoproteinas combindndose con
moléculas de apoproteinas. El higado es el principal responsable del catabolismo de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), de la secrecién y degradacion de las lipoproteinas
de muy baja densidad (VLDL) y podria intervenir en el catabolismo de las de alta
densidad (HDL). El aumento del aporte de 4cidos grasos hacia el higado, el aumento de
la sintesis o la disminucién de la oxidacion de acidos grasos hepaticos o la disminucion
de la sintesis de apoproteinas contribuyen a la acumulacion de lipidos y la formacion de
higado graso. Diferentes trastornos que alteran el metabolismo hepatico de las grasas
pueden originar dos tipos distintos de deposito de grasa en forma de macrovesiculas o

microvesiculas.

La sintesis de colesterol y de los acidos biliares corre a cargo sobre todo del
higado. La enzima limitante de la biosintesis es la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A
reductasa. El colesterol existe en forma libre o combinado con 4acidos grasos formando
esteres de colesterol. La alteracion hepatica grave origina disminucién en la
concentracion de colesterol total, que puede deberse a una disminucion de la sintesis de
colesterol, y de esteres de colesterol, a un descenso de la sintesis de apoproteinas o a

ambos factores.

Metabolismo y degradacion de medicamentos y hormonas.

El higado desempefia un papel importante en el metabolismo de muchos
medicamentos y hormonas enddgenas en relacion con varios sistemas enzimaticos
involucrados en las trasformaciones bioquimicas y por el efecto de “primer paso” que
sufre la sangre procedente de la practica totalidad del tracto gastrointestinal y que
alcanza el higado a través de la circulacion portal. Los determinantes principales de la
depuracion hepatica de un medicamento son el flujo sanguineo, su union a proteinas y la
capacidad intrinseca del higado para eliminarlo. Existen dos tipos principales de

reacciones. Reacciones de fase I suelen producir la inactivacién de medicamentos pero
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también pueden producir una activacion. Estas reacciones suelen correr a cargo de los
citocromos bs o el P450 y la glutation-s-aciltransferasa. Las reacciones de fase II
transforman los sustratos convirtiéndolos en hidrosolubles, lo que permite su excrecion
por bilis u orina. En las enfermedades hepdticas la detoxificacion puede verse alterada
por cortocircuito portosistémico, que disminuye el “primer paso” por la
hipoalbuminemia, con el consecuente aumento de la forma libre de algunos

medicamentos, y por la disminucion de la actividad de los sistemas enzimaticos.

También a nivel hepatico se produce la inactivacion o modificacion de varias
hormonas enddgenas por proteolisis o desaminacion; son ejemplo de ello la tiroxina, la
triyodotironina, los esteroides y la aldosterona. También a través del higado se eliminan

algunas sustancias vasoactivas como la adrenalina y la bradicinina.

1.5.3. HIGADO Y ALCOHOL.

Los mecanismos patogénicos de la lesion hepatica que se observa tras la ingesta
de alcohol no estan totalmente aclarados en la actualidad. Se sabe que el alcohol induce
dafio hepatico, principalmente porque es en este 6rgano donde se metaboliza la mayor
parte del alcohol consumido, pero no todos los que abusan de forma cronica del alcohol
sufren dafio hepatico. Se han identificado varios factores de riesgo que pueden explicar

las diferencias interindividuales.

1) Cantidad y duracion de la ingesta de alcohol. La dosis requerida de alcohol

al dia para el desarrollo de cirrosis es de 40g. para la mujer y 80 g. para el hombre
durante 10-20 anos aproximadamente. El riesgo se basa en la cantidad consumida y no
en el tipo de bebida. La ingesta diaria es mas peligrosa que el consumo intermitente, en
el que se le da al higado una oportunidad de recuperacion. En aquellos pacientes que
consumen mas de 230 g. de etanol al dia por lo menos durante 20 afios, al menos el 80%
desarrolla un higado graso y el 50% presenta lesiones compatibles con cirrosis o
precirrosis (Lelbach, 1975). La mitad de los consumidores de cantidades importantes no
desarrolla lesiones hepaticas graves, lo cual implica que deben existir otros factores que

reducen o aceleran el riesgo de ello.
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2) Coexistencia de infeccidon por virus de la hepatitis B y C. La prevalencia de

la infeccion por virus de la hepatitis C en pacientes con enfermedad hepatica por alcohol
es del 30%, y por el virus de la hepatitis B es mucho menor. La concurrencia de
hepatitis viral puede acelerar la enfermedad hepatica en alcoholicos teniendo ambas un
efecto aditivo sobre el riesgo de desarrollo de hepatocarcinoma. La presencia de
anticuerpos frente al virus de la hepatitis C en alcohdlicos con enfermedad hepatica se

ha correlacionado con la gravedad de la enfermedad (Mendenhall et al., 1991).

3) Factores genéticos. Han sido identificados varios factores genéticos que

incrementan el riesgo de lesion hepatica en alcoholicos. Asi el sexo femenino tiene
mayor riesgo de desarrollo de lesion hepatica para similares cantidades ingeridas y
tiempo de ingesta que los hombres y ademas la lesion hepatica progresa a mayor
velocidad (Gaveler et al., 1995). La mujer tiene menos ADH géstrica y los niveles
plasmaticos, para una dosis standard de alcohol, son mayores que para los hombres.
Los individuos de raza asiatica parecen estar protegidos frente al alcohol debido a que
presentan una deficiencia relativa de la isoenzima ALDH 2 lo que ocasiona una
acumulacion de acetaldehido que crea una reaccion de malestar y enrojecimiento facial
que origina una aversion a la ingesta de alcohol (Enomoto et al., 1991). Ciertos
fenotipos HLA parecen también incrementar el riesgo de enfermedad hepatica (Morgan
et al., 1980; Doffoel et al., 1986) asi como un polimorfismo del TNF-a que se encuentra
mas comunmente en pacientes con esteatohepatitis alcohdlica que en controles (Grove
et al., 1997). Ademas las tasas de eliminacion del alcohol varian hasta el triple entre
unos individuos y otros, lo que puede estar relacionado con el polimorfismo genético de

los dos sistemas de metabolizacion del alcohol, el MEOS y la ADH.

4) Obesidad. Puede ser un factor de riesgo de enfermedad hepatica alcohdlica.
En un estudio llevado a cabo en alcohdlicos se observé que un IMC > 25 kg/m” por lo
menos durante 10 afios era factor independiente de riesgo para esteatosis, hepatitis
alcoholica y cirrosis (Naveau et al., 1997). En estudios experimentales se ha demostrado
que ratones genéticamente obesos presentan un incremento de riesgo de lesion hepatica
por endotoxinas (Yang et al., 1997). Otro estudio mas reciente llevado a cabo en
alcohdlicos mostroé que el IMC, la glucemia y los depdsitos hepaticos de hierro eran

predictores independientes de fibrosis (Raynard et al., 2002).
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5) Exposicion a hepatotoxinas. En general dos agentes hepatotoxicos, actuando

conjuntamente, se potencian y aumentan el riesgo de lesién hepatica por encima de lo
que lo haria cada uno por separado. Asi, en alcohdlicos, el paracetamol puede inducir
hepatotoxicidad a dosis terapéuticas, aunque hay estudios que no confirman esta

aseveracion.

6) Sobrecarga férrica. Potencia el desarrollo de la enfermedad hepatica

alcohdlica debido a la capacidad del hierro de actuar como donante de electrones; de
esta manera favorece la formacién de radicales libres inestables que lesionan las
membranas y al mismo tiempo estimulan la produccion de agentes quimiotacticos para
los neutrofilos lo que contribuye a aumentar la respuesta inflamatoria (Stal et al., 1993;
Hultcrantz et al., 1991). La sobrecarga hepatica de hierro se ha asociado a un aumento
de la peroxidacion lipidica y del depdsito de grasas en higado (Sadrzadesh et al., 1994)
no sélo en el alcoholismo sino que también se correlaciona positivamente con la

severidad del dafio hepatico en la esteato-hepatitis no alcohdlica (George et al., 1998).

7) Malnutricién. Lo referente a este tema se comentard en un apartado

posterior.

Existen varias teorias a cerca de los mecanismos mediante los cuales el alcohol
puede inducir dafo hepatico, estos mecanismos no son autoexcluyentes y pueden actuar

conjuntamente: a) Hipoxia centrolobulillar: esta teoria sugiere el desarrollo de una

zona hipoxémica alrededor de las venas centrales, ya que es esta zona la mas alejada de
la sangre oxigenada y donde con mayor probabilidad puede faltar oxigeno al ser este
consumido para el metabolismo del etanol. Estudios experimentales han demostrado la
existencia de un gradiente de oxigeno entre las areas periportales y pericentrales y
también cémo el propiltiouracilo, sustancia con capacidad para disminuir el consumo de
oxigeno, reduce el dafio hipoxico relacionado con el alcohol (Ross et al., 1995).
También en estudios humanos se vio inicialmente que el PTU podria disminuir la lesion
hepatica pericentral, observaciones que no se han confirmado posteriormente (Orrego et
al., 1994). El alcohol podria producir citotoxicidad en hepatocitos hipoxicos al

incrementar el sodio intracelular (Carini et al., 2000). b) Infiltracién v activacion de

células inflamatorias: los mediadores de la inflamacion liberados por las células de

Kupffer pueden jugar un papel en el dafio hepatico inducido por el etanol. Estudios
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experimentales han mostrado en ratas alimentadas con alcohol una sobreexpresion del
RNAm de la COX 2 (Nanji et al.,, 1997a), enzima clave para la regulacion de la
produccion de tromboxanos y coémo inhibidores de los tromboxanos pueden atenuar
parte de los cambios patologicos inducidos en estos animales (Nanji et al., 1997b). ¢)

Formacion de puentes antigénicos: tanto los radicales oxhidrilos como las moléculas

de acetaldehido, productos ambos del metabolismo del etanol, pueden unirse por
enlaces covalentes a proteinas originando puentes con capacidad antigénica que poseen
propiedades proinflamatorias y fibrogénicas (Tuma, 2002). Esta unién se puede
producir con multiples moléculas proteicas como la colagena o la tubulina y las
consecuencias de la formacion de estos, asi llamados “aductos” pueden ser dos: por un
lado pueden provocar alteraciones en la funcion de las proteinas a las que se une
(Niemela et al., 1994), por otro, estos puentes pueden ejercer como neoantigenos
provocando una respuesta inmune tanto celular como humoral frente a las células que
los expresan (Bird et al., 1995; Clot et al., 1997; Willis et al., 2002). Sin embargo
también se han encontrado puentes de proteinas con acetaldehido en pacientes con
enfermedad hepética no alcoholica. En la actualidad y con los datos disponibles no se
puede determinar si los aductos tienen un papel patogénico o si sélo son un
epifenomeno de la ingesta de alcohol aunque un estudio reciente ha demostrado la
destruccion de hepatocitos producida por una reaccion citotoxica mediada por células
desencadenada por complejos antigeno-anticuerpo, formados por aductos entre

proteinas y radicales oxhidrilos. d) Infiltracion y activacion de neutrdfilos: dado que

es muy caracteristico de la hepatitis alcohoélica la infiltracion por neutrofilos, por otro
lado ausente en otras enfermedades hepaticas inflamatorias, se piensa que estos
neutrofilos puedan liberar radicales libres y proteasas que contribuyan al dafio hepatico.
En este sentido se ha observado que la IL-8, citocina con efecto quimiotéctico frente a
los neutrofilos, se ha identificado en el higado de pacientes alcohdlicos y se encuentra
elevada en el suero de pacientes con hepatitis alcohdlica y que la severidad de la lesion
hepatica se relaciona con los niveles plasmaticos de IL-8 (Sheron et al., 1993). e)

Activacion de célula no parenquimatosas hepaticas: como los macrofagos y las

células endoteliales de los sinusoides hepaticos, capaces de secretar mediadores
inflamatorios, han sido implicadas en la patogénesis de la lesion hepatica. Se ha
apreciado, recientemente que cuando las células endoteliales son expuestas a aductos de
malonildialdehido, incrementan la secrecion de TNF alfa y otras citocinas y se

incrementa la secrecion de fibronectina resultando en la liberacién de colagena por la
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célula de Ito (Thiele et al., 2004). También se sugiere que una interaccion citotdoxica
entre linfocitos T y hepatocitos puede generar o perpetuar la enfermedad hepatica
inducida por el alcohol (Chedid et al., 1993). f) Endotoxinas: se cree que niveles
elevados de lipopolisacaridos puedan contribuir al desarrollo de enfermedad hepatica
alcoholica mediante la estimulacion de citocinas inflamatorias. Tanto en la sangre de
humanos como en la de animales de experimentacion expuestos al alcohol se han
detectado cantidades elevadas de polisacaridos. Modelos experimentales han observado
como tras la infusion de lipopolisacaridos se produce una respuesta de citocinas pro y
antiinflamatorias (Jarvelainen et al., 1999). El alcohol incrementa la permeabilidad
intestinal a endotoxinas derivadas de bacterias intestinales gram negativas que activan a
las células de Kupffer, mediante su union al receptor 4 toll-like (Uesugi et al., 2001),
produciendo la liberacion de citocinas, mediadores de la inflamacion y ROS, derivados
del incremento de la actividad de la xantino-oxidasa y la NADPH-oxidasa (Kono et al.,
2000), que finalmente activaran al TNF alfa, que a su vez aumenta aun mas la
permeabilidad intestinal. g) Citocinas: estd documentada la existencia de niveles
elevados de IL-6 y TNF-a en la enfermedad hepética alcohdlica. El papel de estas en la
lesion hepatica no esta probado del todo pero en un estudio experimental se ha
observado como la inflamacién y necrosis hepatica presente en ratas alcohodlicas
mejoraba tras la administracion de anticuerpos neutralizadores del TNF-a. (Iimuro et
al., 1997). Posteriormente en un estudio animal se observo que la lesion hepatica precoz
inducida por el alcohol se mitigaba casi por completo en ratones a los que se les
eliminaba el receptor 1 del TNF-a (Yin et al., 1999), apoyando la teoria de que los ROS
actuan como sefales redox para la produccion de TNF-a y no lesionan directamente la
célula (Yin et al., 2001). El TNF- a es proapoptdtico y mitogénico para el hepatocito
probablemente porque activa a proto-oncogenes como el Ras (Isayama et al., 2004).
También el TNF alfa activa la lipdlisis periférica y la sintesis lipidica en el higado
(Feingold et al., 1992), aumentando la carga de 4cidos grasos que llegan al higado y de

esta forma contribuyendo a la esteatosis hepatica.

62



Introduccién

1.5.4. HEPATOPATIA ALCOHOLICA.

Los principales estadios patologicos de la enfermedad hepética ocasionada por el

alcohol son tres:

1) Higado graso. Es la consecuencia a corto plazo de la ingesta de alcohol,
puede desarrollarse incluso a las pocas horas de una ingesta muy importante de alcohol
y con independencia de un estado nutricional adecuado. Los cambios mas precoces
incluyen: acumulacion de gotas de grasa como micro o macrovesiculas, proliferacion
del reticulo endoplasmico liso y alteraciones de la estructura mitocondrial (el defecto
observado con mayor frecuencia es la inhibicion de la oxidacion beta de los acidos
grasos). La inflamacion en este estadio es minima salvo algunos linfogranulomas en las
zonas pericentrales. En un estudio en pacientes alcoholicos con higado graso puro se
observd que la presencia de mitocondrias gigantes y la existencia de macro y
microvesiculas eran factores independientes predictores de progresion histologica si no
cesaba el consumo de alcohol (Teli et al., 1995a). El higado graso no es patognomonico
de la ingesta de alcohol y se puede desarrollar en otras muchas circunstancias como el
embarazo, toxicos, la malnutricion, sindrome de Reye entre otros (Hautekeete et al.,
1990). Sin embargo en el higado graso no alcoholico no se ha visto progresion a
estadios histologicos mas avanzados (Teli et al., 1995b). La etiologia de la enfermedad
es por tanto importante para definir el prondstico, ya que el higado graso alcohdlico
tiene mucho mayor riesgo de progresion y mortalidad que el no alcohodlico y esto es
particularmente importante en aquellos grupos de individuos que tienen alto riesgo de
acelerar el dafio hepatico por el alcohol como los obesos, las mujeres y los infectados

por el virus de la hepatitis C (Maher, 2002).

2) Hepatitis alcoholica. Las caracteristicas histopatologicas incluyen: la
necrosis hepatocitaria, presencia de cuerpos de Mallory, la infiltracion por neutrofilos y
la inflamacién perivenular. Otros cambios histologicos que pueden aparecer pero no son
esenciales son proliferacion de conductillos biliares, colestasis y puentes de necrosis. La
presencia de hialina de Mallory es un marcador de lesion hepatica inducida por alcohol,
aparece en un 75% de la hepatitis alcohdlicas y en el 95% de las cirrosis, pero no son
especificos de ellas; también se pueden observar ocasionalmente en la esteatohepatitis

no alcoholica, entidad que con baja frecuencia puede presentarse con fibrosis hepatica 'y
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progresar hacia estadios finales de enfermedad hepatica y donde la edad avanzada, la
obesidad , la diabetes y el cociente GOT/GPT >1 se han mostrado como predictores de

fibrosis grave (Angulo et al., 1999).

3) Fibrosis y/o cirrosis hepatica. Inicialmente aparece en la zona pericentral y
progresa hasta la afectacion de todo el lobulillo si no cesa la ingesta alcoholica. La
aparicion precoz de esta fibrosis predice con alta probabilidad la evolucién a cirrosis.
La fibrosis, originada por acumulacion de matriz extracelular, es potencialmente
reversible si se interrumpe el consumo de alcohol; la cirrosis no lo es. La matriz
extracelular en los higados fibroticos estd compuesta por moléculas de colagena tipo I y
II1, laminina, fibronectina y proteoglicanos y son las células de Ito su principal fuente
de produccidn, las cuales son activadas ante diversos estimulos. La fibrosis perivenular
y perisinusoidal que caracteriza a la cirrosis alcoholica es distinta de la observada en
otros tipos de hepatopatias fibrosas, sin embargo, los mecanismos celulares y
reguladores que la originan son similares en todos los tipos de fibrosis hepatica. La
fibrosis puede ser el resultado de la accidn directa del etanol y sus metabolitos sobre una
poblacion celular diana, presumiblemente los lipocitos, o puede iniciarse indirectamente
en respuesta a la inflamacion hepdtica, a través de citocinas liberadas de las células
inflamatorias las cuales a su vez pueden alterar la matriz extracelular normal hepatica,
pudiendo en si misma actuar como estimulo para la fibrogénesis. Este tltimo hecho
podria explicar la perpetuacion de la fibrosis en ausencia de inflamacién continuada, lo
cual explicaria la progresion de la fibrosis en algunos pacientes alcoholicos en ausencia

de hepatitis alcoholica (Maher , 1990).

1.5.4.1. BALONAMIENTO HEPATOCITARIO.

El aumento del tamafio del hepatocito obedece a dos fendmenos: al incremento
de su contenido en grasas y a una acumulacién de proteinas y agua. Este proceso
conduce a hepatomegalia y puede causar hipertension portal por compresion de los
sinusoides. Ya en 1975, Baraona y colaboradores observaron que al menos el 50 % de
este crecimiento celular era debido al incremento en el contenido proteico intracelular,
lo que supone un aumento de la presion oncdtica celular con retencion de agua y

crecimiento hepatocitario. El incremento de la concentracion proteica intracelular es
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resultado de un desequilibrio entre la sintesis y secrecion de proteinas y su catabolismo,

procesos estos que pueden verse afectados por el etanol.

Efectos del alcohol sobre la sintesis y secrecion de proteinas.

El alcohol puede disminuir la sintesis tanto de proteinas propias del higado como
aquellas destinadas a ser exportadas desde el higado (Lieber, 1980). La administracion
aguda de alcohol puede provocar una inhibicion de la sintesis proteica al originar
modificaciones del estado redox intracelular derivadas del metabolismo del etanol a
través del sistema enzimatico de la alcohol deshidrogenasa. El exceso de equivalentes
reducidos en el citoplasma promueve el uso de piruvato y otros aminoacidos implicados
en los sistemas lanzadera necesarios para transportar a estos equivalentes reducidos
hasta las mitocondrias e incrementan la transformacion de piruvato a lactato, derivando
de esta forma aminodcidos de la sintesis de proteinas hacia otras vias metabolicas. Estos
efectos sin embargo no son tan claros y marcados en los estudios realizados in vivo, al
igual que tampoco los son en estudios en los que la administracion de alcohol es crénica
(probablemente reflejando de esta forma que la via de la alcohol deshidrogenasa es
menos importante en el metabolismo del alcohol cuando este es ingerido de forma
cronica). Se ha observado en ratas alimentadas de forma crénica con dietas que
contienen alcohol que éste no induce cambios en la incorporacién de los aminoacidos a
las proteinas en los hepatocitos (Baraona et al., 1980) e incluso se ha observado que
ingestas agudas de alcohol en ratas alimentadas cronicamente con alcohol exhiben una
capacidad aumentada de incorporar aminoacido a las proteinas, mientras el efecto
opuesto se ha observado en animales NAIVE. Estudios mas recientes indican, sin
embargo, que tanto la administracion aguda como cronica de alcohol disminuye de
forma significativa la sintesis proteica, en parte debido a una alteracion en la iniciacion
de la traslacion debida a alteraciones en factores de iniciacion (Lang et al., 1999b).
Como comentabamos la produccion de algunas de las proteinas que se exportan desde el
higado también estd disminuida pero esto parece ser mas dependiente de la inhibicion

de la secrecion de proteinas que de la propia sintesis (Baraona et al., 1980).

El efecto del etanol sobre la secrecion de proteinas es provocado por la toxicidad
del acetaldehido, capaz de inhibir la polimerizacion de la tubulina, principal proteina
involucrada en la integridad de los microtubulos, y causar crecimiento del aparato de

Golgi. El etanol reduce significativamente la capacidad de la mitocondria para oxidar el
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acetaldehido. Esto conduce a una elevacion de las concentraciones sanguineas y
hepaticas de acetaldehido y secundariamente a una disfuncidon mitocondrial al reducir la
actividad de varios sistemas lanzaderas involucrados en la disposicion de equivalentes
reducidos y al inhibir la fosforilacion oxidativa. Todos estos hechos suponen aun mayor
elevacion de las concentraciones de acetaldehido y una perpetuacion del dafio hepatico
y sobre la secrecion proteica (Lieber, 1980). De esta forma aumenta el contenido
hepatocitario de proteinas como la albumina y la transferrina, lo cual, unido a la
proliferaciéon de las membranas del reticulo endoplasmico liso y a la presencia de
megamitocondrias, contribuye al incremento del contenido proteico de la célula

hepatica (Lieber, 1980).

Efectos del alcohol sobre el catabolismo proteico.

El principal factor responsable de la acumulacion de proteinas en el higado
parece estar relacionado con la disminucion en la tasa de degradacion proteica afectando
a las dos vias proteoliticas, la lisosomal y la extralisosomal. Dentro del sistema de
proteolisis citoplasmica cabe destacar a las calpainas, proteinas dependientes de calcio
relacionadas con la degradacion de enzimas y proteinas del citoesqueleto, y el complejo
multicatalitico proteosoma 26 S que a su vez incluye al 20 S y que son los principales
componentes de la actividad citopldsmica proteasa alcalina. La mayor parte de los
sustratos del proteosoma 26 S necesitan previamente ser ubiquitinados antes de ser
degradados. Pues bien, se ha visto que la actividad citoplasmatica proteasa alcalina esta
disminuida en el higado de las ratas alimentadas con etanol mediante instilacion
intragastrico, siguiendo el modelo de Tsukamoto y French (Fataccioli et al., 1999). El
descenso de la actividad proteolitica citosolica se relaciona con un incremento en la
peroxidacion lipidica debido a la induccion del citocromo P450 (CYP 2E1) por el

etanol.

Efectos del alcohol sobre el metabolismo de las grasas.

El contenido total de lipidos en higados sometidos al alcohol de forma crénica
esta aumentado, también se observan cambios en la composicion de lipidos (aumento de
la cantidad de grasa no saturadas) (Takahashi et al., 1991). El alcohol induce un
aumento de la lipdlisis mediado por un aumento del tono adrenérgico y por el TNF-a.

Ademas, el exceso de equivalentes reducidos a nivel citosolico, resultado del
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metabolismo del etanol, favorece la sintesis de acidos grasos y triglicéridos e inhibe la

oxidacion de acidos grasos y la secrecion de lipoproteinas.

1.5.4.2. NECROSIS E INFLAMACION HEPATICA.

El incremento de los productos derivados de la peroxidacion lipidica es un paso
clave en la progresion de la lesion hepatica inducida por el alcohol. Estudios
experimentales han mostrado que la metabolizacion del etanol a través del sistema
microsdOmico oxidante induce al citocromo P450 2E1, genera radicales hidroxietilos y
que la inhibicion de esta induccion disminuye las concentraciones hepdticas y
plasmaticas de los productos de la peroxidacion lipidica (Albano et al., 1996). Estos
radicales hidroxietilos generan dafio oxidativo y estimulan la peroxidacion lipidica.
Esto provoca la formacion de enlaces covalentes entre acetaldehido, malonildialdehido
y los propios radicales con proteinas de membrana y citosoélicas, los llamados aductos,
que por un lado alteran la funcidén de estas proteinas, y por otro sirven como sustratos
con capacidad antigénica capaces de inducir lesiones celulares mediadas por
mecanismos inmunolégicos, hechos éstos que han sido observados tanto en estudios
animales (Albano et al., 1999) como en humanos (Rolla et al., 2000; Albano , 2002).
Ademas estos aductos generan la produccion de diversas citocinas, incluido el TNF-a.,
capaces a su vez de estimular la secrecion de fibronectina y de esta forma activar a las
células de Ito (Tuma, 2002). Recientemente se ha descrito como nuevo marcador de
alcoholismo y dafio oxidativo las concentraciones plasmaticas de hidroxido de

fosfatidilcolina (Adachi et al., 2004).

Paralelamente a este aumento en la produccion de radicales libres se reduce la
actividad de los sistemas antioxidantes hepaticos. Han sido descritas reducciones en la
concentracion de a-tocoferol (Rouach et al., 1997), en las actividades de la SOD y GPX
hepaticas (Polavarapu et al., 1998; Zima et al., 2001) y disminucion en la actividad del
sistema de reciclaje de la glutation (Oh et al., 1997). Ademas el acetaldehido puede
formar aductos con la cisteina y la glutation, y de esta forma contribuir a la depresion de
los sistemas antioxidantes. Asi se incrementa la oxidaciéon de proteinas y la

peroxidacion lipidica.
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1.5.4.3. FIBROGENESIS HEPATICA.

Como consecuencia de variadas noxas (virus C, alcohol), aumenta en el higado
la produccion y el depdsito de la matriz extracelular, constituida fundamentalmente por
fibras de colageno. Este deposito exagerado de colageno distorsiona la arquitectura y
con ello la funciéon del 6rgano y es debido a un desequilibrio entre la sintesis y la
degradacion de coldgeno. La fibrosis es uno de los componentes fundamentales del
dafio hepatico crdnico, cuya fase final es la cirrosis. Varias son las estirpes celulares
involucradas en la fibrogénesis los hepatocitos, las células de Kupffer, las células del
endotelio sinusoidal, los miofibroblastos y las células de Ito, principal fuente matriz
extracelular con papel fundamental en este proceso. Precozmente se produce cambios en
la composicion la matriz del espacio de Dissé, que se enriquece en fibronectina, y
colageno tipo IIl y tipo I, en vez de colagena tipo IV, constituyente normal. La colagena
tipo I y la fibronectina son potentes estimulos quimiotacticos para las células de Ito, que
en respuesta migran hacia el espacio de Diss€, proceso éste intensamente aumentado por
diversos factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico, el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas o el TGF-B1 (Yang et al, 2003). La
sobreexpresion de los receptores de estos factores de crecimiento sobre la célula
estrellada estd provocada por el TNF-a, derivado en su mayoria tras la activacion de la
célula de Kupffer, y que también es capaz de actuar sobre las células de Ito no activas
induciendo su division y su transformacion en células secretoras de coldgeno. Una vez
activadas las células de Ito también secretan citocinas y factores de crecimiento, lo que

conduce a una perpetuacion de este ciclo y consecuentemente a una fibrosis progresiva.

Por otro lado, la disminuciéon de la degradacion de la coldgena puede también
contribuir al fenémeno de fibrogénesis. En el higado normal este proceso esta regulado
por las metaloproteinasas de la matriz y sus inhibidores. Sin embargo, el metabolismo
de este sistema regulador so6lo se conoce parcialmente en la enfermedad hepatica
fibrosa. Estudios iniciales en este sentido apuntan a un incremento de la actividad de la
colagenasa en ratas tratadas con etanol (Lieber, 1980). Mas recientemente se apunta a
que el depdsito de tejido fibroso se asocia a un incremento inicial de la actividad de las
metaloproteinasas, para posteriormente decrecer esta actividad al mismo tiempo que se

produce un incremento en la actividad del inhibidor tisular de las metaloproteinasas
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(TIMP). De esta forma globalmente la degradacion de la coldgena esta deprimida en las

enfermedades hepaticas fibroticas (Alcolado et al., 1997).

El etanol induce la expresion del RNAm de la a-1 procolagena de una forma
dosis dependiente (Fontana et al., 1997), proceso también activado por el acetaldehido
en cultivos celulares de células de Ito, (Greenwel et al., 2000), donde induce la
expresion de los genes de la a-1 colagena y de la fibronectina (Svegliati-Baroni et al.,

2001).

Diversas citocinas y ROS se han involucrado en la patogenia de la fibrosis
hepatica. Se ha observado en la hepatitis alcoholica que la produccion de ROS por los
neutrofilos contribuye al desarrollo de fibrosis hepatica, pero dicha activacion de los
neutréfilos también induce la produccion de oxido nitrico el cual pudiera ejercer un
efecto protector antioxidante (Casini el al., 1997). También estudios experimentales han
mostrado que hepatocitos que expresan el citocromo P450 2E1 (CYP2E1) presentan un
aumento de la produccion de ROS (Nieto et al., 1999) capaces de activar a las células

hepaticas estrelladas (Nieto et al., 2002).

Igualmente los productos de la peroxidacion lipidica se han propuesto como
mediadores de la fibrosis hepatica, no como iniciadores de este fendmeno sino como
potenciadores (Mabher et al., 1994).

Recientemente ademds se ha sugerido una relacion entre fibrogénesis y

apoptosis (Cambay et al., 2002).

1.5.5. HIGADO Y MALNUTRICION.

Alcoholismo y malnutriciéon son dos entidades intensamente asociadas. En el
individuo alcohdlico estd alterada la ingesta de determinados micronutrientes (zinc,
selenio, vitamina C, E y A y folatos), asi como el porcentaje de calorias ingeridas en
forma de proteinas o grasas, que también se ven reducidos (Bergheim et al., 2003;

Manari et al., 2003).
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La prevalencia de la malnutricion en el alcoholismo es muy variable en los
distintos estudios habiéndose llegado a documentar rasgos de algin tipo de
malnutricion, caldrica o proteica, hasta en un 100% de los pacientes con hepatitis
alcohdlica (Mendenhall et al., 1984). Sin embargo, la prevalencia estimada en la
mayoria de los trabajos estd alrededor del 30%. Ademds la malnutriciéon que se
relaciona con el alcoholismo es multifactorial en su patogenia. Santolaria et al., en
2000a encontraron como Unicos factores independientes para el desarrollo de ella, los
habitos irregulares alimenticios y la cirrosis descompensada (ascitis). Otros encuentran
que son la dosis total de etanol, la ingesta caldrica y la cirrosis las variables que se
asociaron de forma independiente al desarrollo de malnutricion en al alcohdlico
(Nicolas et al., 1993). También se han encontrado concentraciones elevadas de leptina,
hormona involucrada en la regulacion del apetito, en el alcoholismo cronico de una
forma dosis dependiente, independientemente del estado nutricional y de la presencia de
enfermedad hepatica compensada (Nicolas et al. 2001). Nuestro grupo, en un trabajo
reciente en el que se incluyeron 80 pacientes alcoholicos, encontrd una disminucion de
las concentraciones de leptina que se relacionaba con la masa grasa de estos pacientes

(Santolaria el al., 2003).

Es sabido que la malnutricion proteica se asocia a cambios histologicos
hepéticos similares a los inducidos por el alcohol y que incluyen la esteatosis, necrosis y
fibrosis hepatica. De hecho ambos, malnutricion y alcohol, pueden interactuar
potenciando la lesion hepatica. La malnutricion proteica induce lesion hepatica por
varios mecanismos que incluyen: a) la disminucién de la sintesis de proteinas, efecto
este compartido por el etanol; b) la reduccioén del aclaramiento hepatico del etanol, al
disminuir las actividades de la alcohol deshidrogenasa y del sistema microsdémico
oxidante del etanol, aunque el efecto opuesto se ha observado cuando concurren
alcoholismo y malnutricion proteica (Wilson et al., 1986); c) aumento de la
peroxidacion lipidica ; d) disminucion de los depdsitos de glutation y de la actividad de
los sistemas antioxidantes hepaticos, en mayor intensidad incluso si la malnutricion
actia sobre un higado graso (Grattagliano et al., 2000); e) disminucién de las
concentraciones de selenio y zinc, ambos cofactores de la GPX, cuya actividad depende
intensamente de las concentraciones de selenio: f) aumentando las concentraciones
hepaticas de hierro, lo que se ha relacionado con la esteatosis hepatica (Conde Martel et

al., 1993), la malnutriciéon potencia la sobrecarga férrica hepatica inducida por el etanol
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(Conde Martel et al., 1992), lo que favorece la peroxidacion lipidica y la fibrosis
hepatica (George et al., 1998). Ademas el hierro prepara a las células de Kupffer para la
activacion del factor nuclear Kappa y la expresion de genes proinflamatorios en la

lesion hepética alcohdlica (Tsukamoto et al., 1999).
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1.6. ZINC.

Fueron Todd, Elvehjem y Hart, en 1934, trabajando sobre modelos
experimentales los primeros en apuntar que el zinc era necesario para el crecimiento y
bienestar de los animales. Ya en 1967 Prasad describi6 que la deficiencia nutricional de

zinc en humanos se manifestaba con retraso de crecimiento grave e hipofuncion sexual.

El zinc es imprescindible para el normal crecimiento y desarrollo de animales y
plantas y en el hombre es el segundo oligoelemento en importancia tras el hierro. Es
uno de oligoelementos esenciales, y como tal, uno de los miembros del principal grupo
de micro-nutrientes que ha adquirido gran importancia en la nutricién y estado de salud
en al hombre. Es muy ubicuo en el metabolismo subcelular y posee gran versatilidad.
Actualmente se conoce que el zinc es componente esencial de numerosas proteinas y
metaloenzimas (mas de 150) y que su presencia es esencial para numerosos procesos de
sintesis y degradacion de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos (DNA,
RNA). Por ello el zinc estd implicado en el mantenimiento de membranas celulares, en
la proteccion frente a radicales libres, en el mantenimiento de la division, crecimiento y
diferenciacion celular, en el mantenimiento de la respuesta inmune y en general en el
buen funcionamiento de muchos Organos, tejidos (epidérmico, SNC, esquelético,

gastrointestinal) y sistemas como el inmune o el reproductivo.

Toda esta ubicuidad y versatilidad sugiere que la deficiencia de zinc puede
producir un deterioro generalizado de la gran mayoria de las funciones metabolicas. La
deficiencia de zinc se ha implicado en el retraso de crecimiento, lineal y de peso; en el
aumento de incidencia de diarreas, neumonias y otras infecciones como la malaria; en el
retraso en el desarrollo cerebral y aumento de la morbilidad en nifos y, durante el
embarazo con anomalias morfoldgicas y del desarrollo cerebral en el feto y alteraciones

en el desarrollo neuropsicologico.
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1.6.1. METABOLISMO DEL ZINC.

Los requerimientos diarios medios de zinc son de 1-2 mg/dia, cantidad que

puede variar segtin el estado de salud, la edad y el grado de actividad.

Solamente una pequefia porcion del zinc ingerido es absorbido,
aproximadamente un 5-10%. Esta absorcion se lleva a cabo en las porciones mas
distales del intestino delgado y esta regulada por la presencia de ligandos fijadores de
metales, sugiriendo algunos autores que pudieran ser prostaglandinas o sustancias
parecidas a las postraglandinas (Song et al., 1978). La absorcion de zinc puede verse
influenciada por distintos factores y componentes de la dieta. Asi valores elevados de
fosfatos, el exceso de calcio en la dieta (Dursun et al., 1994), los fitatos (Adams et al.,
2002) y las fibras reducen la absorcion de zinc, mientras que ciertos aminoacidos
(histidina y cisteina ) y péptidos la aumentan (Lonnerdal, 2000). También un aumento
del zinc en la dieta aumenta la excrecion porcentual de este oligoelemento. Esto es
debido a dos mecanismos: por una lado se satura el mecanismo absortivo y por otro

aumenta la secrecion activa desde el intestino (King et al., 2000).

Se calcula que un cuerpo humano de 70 kg. contiene de 1.4 a 2.3 gramos de
zinc. La concentracion plasmatica media de zinc es de 100 pg/ml y es similar en
hombres y mujeres. E1 90% del zinc corporal se encuentra en el musculo, hueso, pelo y
piel, mientras que en la sangre circula menos del 1%. El zinc que circula en sangre va
unido a eritrocitos (75-88%), a leucocitos (3%) y en plasma (12-22%) donde se
encuentra fijado a proteinas de dos formas: débilmente a la albumina y fuertemente a la
transferrina. También se ha encontrado zinc fijado a la alfa-2-macroglobulina y a varios

aminodcidos como histidina, glutamina, cistina y lisina.

La mayoria de los 6rganos humanos contienen entre 20-30 pg de zinc por gramo
de tejido seco. El zinc esta presente en concentraciones relativamente mas altas en el
hueso, la retina y la coroides, la prostata, el higado, el musculo y la piel. En el higado y
en las células mamarias estd presente en el nucleo, las mitocondrias y como
sobrenadante, con mayor concentracion a este nivel y en los microsomas. La leche

humana contiene 3-4 mg/litro mientras que el calostro, 20 mg de zinc por litro.
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El zinc se excreta principalmente por las heces. De esta forma el zinc fecal
supone el no absorbido por la dieta y el eliminado por las secreciones pancreaticas,
biliares y otras secreciones digestivas. La excrecion urinaria de zinc es baja y se puede
ver incrementada en circunstancias como diabetes, nefrosis, cirrosis hepatica alcohélica,
postoperatorio, quemaduras y fracturas de huesos largos. Dado que el zinc total urinario
se correlaciona estrechamente con la excrecion urinaria de nitrogeno algunos autores
como Fell et al., en 1973 postularon que el zinc urinario podria resultar en un indice
adicional del catabolismo proteico muscular. También el zinc es eliminado por el sudor,

pudiendo llegar esta pérdida en ocasiones a ser considerable.

1.6.2. ZINC METALOENZIMAS.

Como ya hemos comentado el zinc forma parte de gran cantidad de
metaloenzimas. A continuacion pasamos a comentar algunas de ellas por su particular

importancia en tejidos humanos:

.-La anhidrasa carbénica. Enzima encargada de la rapida deshidratacion del
bicarbonato en el pulmon y de la hidratacion del didoxido de carbono en otros tejidos. El
16n zinc de esta enzima puede ser sustituido por gran variedad de iones metalicos, pero

solo su sustitucion por cobalto mantiene su actividad catalitica con la misma intensidad.

.-La alcohol deshidrogenasa. Cataliza la oxidacion del etanol, metanol y
etilenglicol, vitamina A y ciertos esteroides, asi como la reduccion de aldehidos y
cetonas. La extraccion del zinc de esta enzima resulta en una pérdida de la actividad
enzimatica. Se ha evidenciado una estrecha relacion entre la actividad de esta enzima y

la concentracion hepatica de zinc (Higueret et al., 1989).

.-Carboxipeptidasa. Enzima proteolitica encargada de la hidrolisis del terminal
carboxil de péptidos y proteinas. La extraccion del zinc también provoca una

inactivacion, aunque éste puede sustituirse por otros metales.

.-Fosfatasas alcalinas. Bajo este término se agrupan un numero importante de

fosfomonoesterasas cuya actividad optima se desarrolla a pH alcalino. Catalizan la
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hidrolisis de gran variedad de esteres de fosfato. Varios iones divalentes como Mn, Co,
Cu y Ni pueden sustituir al zinc, pero sélo el Co la mantiene con una actividad
significativa. Esta enzima es inhibida por agentes quelantes del zinc como EDTA o
cisteina.

.-Nucleotido polimerasas. Se han identificado 3 de ellas como zinc-
metaloenzimas: La DNA polimerasa, La RNA polimerasa dependiente de DNA y la
DNA polimerasa dependiente de RNA (transcriptasa inversa). La sintesis de DNA se
inhibe en presencia de EDTA y este efecto inhibitorio del EDTA pueda ser revertido por

el zinc.

.-Las superoéxidodismutasas. Grupo de enzimas fundamentales en la recogida
de radicales libres de O2. La deplecion de zinc puede disminuir la actividad de esta

enzima con lo que podria acentuarse el dafio inducido por los ROS.
.-Las colagenasas. Metaloenzimas dependientes del zinc, que intervienen en la

degradacion de la coldgena, ven disminuida su actividad en situaciones de deficiencia

de éste.

1.6.3. PROPIEDADES ANTIOXIDANTES DEL ZINC.

Las propiedades antioxidantes del zinc han sido claramente demostradas, y en su
mayor parte son independientes de las derivadas de la actividad de sus metaloenzimas.
El zinc no puede ser considerado un agente antioxidante como tal, ya que nunca se ha
visto que interactue directamente con radicales libres, sino que ejerce sus efectos de una
forma indirecta, la funcion antioxidante del zinc es evidente tanto cuando es
administrado croénicamente o se esta en situacion de deficiencia cronica, como cuando

se estd en situacion de sobrecarga aguda (Powell, 2000).

La administracion cronica de zinc induce la expresion de las metalotioneinas en
higado, rifiéon e intestino. Las metalotioneinas son proteinas de bajo peso molecular,
ricas en cisteina, muy potentes como antioxidantes y cuyo mecanismo de accidon no esta
aclarado por completo. Son las unicas proteinas que estan implicadas en la distribucion

del zinc y se ha observado que en situaciones de stress oxidativo el zinc es liberado
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desde las metalotioneinas (Jiang et al., 1998). Muchos estudios han demostrado que la
sobreexpresion de estas proteinas inducida por el zinc aporta una proteccion efectiva
frente a la hepatotoxicidad provocada por gran variedad de circunstancias como son: la
exposicion a la radiacion, la toxicidad frente a ciertos fA&rmacos como el paracetamol,
sustancias anticancerigenas como la doxorrubicina o el alcohol (Harris, 1990). En este
sentido un estudio llevado a cabo en ratones con concentraciones hepaticas disminuidas
de metalotioneinas y controles, a los que se les administraba inicialmente etanol y
posteriormente zinc, puso de manifiesto que el alcohol inducia cambios degenerativos
morfoldgicos de mayor gravedad y mayor dafio oxidativo (concentraciones hepaticas
disminuidas de GPX y aumentadas de productos de la peroxidacion lipidica) en los
ratones con deficiencia de metalotioneinas y que el zinc amortiguaba de manera
significativa estos efectos toxicos del alcohol en ambos grupos (Zhou et al., 2002). Esto
sugiere que el zinc posee un efecto protector frente al dafio hepatico inducido por el
alcohol, independiente de las metalotioneinas, pero a su vez éstas requieren altas
concentraciones hepaticas de zinc, lo que sugiere que la accion protectora es mediada

por el zinc.

Por otro lado, la deprivacion cronica de zinc hace al organismo mas susceptible
al dano mediado por el stress oxidativo. Estudios animales han mostrado un incremento
en la produccién de radicales libres o un incremento en el dafio derivado de la

exposicion al stress oxidativo en situaciones de deficiencia de zinc.

También en aquellas circunstancias en las que se produce un incremento a corto
plazo de las concentraciones de este metal, el zinc ha demostrado su capacidad
antioxidante por medio de dos mecanismos: la estabilizaciéon de grupos sulfhidrilos
proteicos, protegiéndolos de la oxidacion, y mediante antagonismo de las propiedades
cataliticas del hierro y el cobre en lo que respecta a sus capacidades para promover la
formacion de OH™ a partir de H,O, y superoxido. Existe evidencia de peso de que la
formacion de OH™ puede iniciar un proceso lesivo. Numerosos estudios han demostrado
que tanto el hierro como el cobre juegan un papel critico en la iniciacién y propagacion

de la peroxidacion lipidica y en la oxidacién de proteinas.

El papel del zinc como antioxidante se ha implicado también en la proteccion

frente al cancer de colon, sobre todo en alcohodlicos (Lee et al., 2004). Igualmente ha
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demostrado reducir los efectos deletéreos del alcohol sobre el feto, reduciendo las

anomalias del desarrollo inducidas por éste (Carey et al., 2003).

1.6.4. ZINC Y HUESO, MUSCULO E HIGADO.

El zinc, como ya comentamos, es un oligoelemento esencial para el crecimiento
y desarrollo del organismo. Se requiere para la produccion de gran variedad de enzimas
involucradas en la sintesis proteica y en el metabolismo de los acidos nucleicos.
También se le ha implicado en funciones inmunes (Hershkovitz et al., 1999; Ninh et al.,
1996; Kikafunda et al., 1998) y juega un importante papel en la trascripcion genética
(Hambidge, 2000). En este sentido existen varios factores de trascripcion que contienen
regiones denominadas “zinc-finger domains” que son importantes en la interaccion
proteinas-DNA o proteinas-RNA y que controlan la proliferacion, diferenciacion y

muerte celular (Dreosti et al., 2001).

El zinc juega un papel fundamental en el metabolismo del tejido conectivo,
actuando como cofactor de enzimas como las fosfatasas alcalinas (necesarias para la
mineralizacion Osea), colagenasas (necesarias para el desarrollo de la estructura de
colagena del hueso) y nucledtido polimerasas (necesarias para la sintesis de DNA y

secundariamente la de proteinas).

El papel del zinc en la formacién 6sea estd bien documentado en estudios
animales (Yamaguchi et al., 1986a). La deficiencia de zinc produce retraso del
crecimiento y disminucion de la supervivencia (Norii et al., 2002). Es conocido que la
deficiencia de zinc produce retraso en el desarrollo del hueso. Sin embargo, el papel
exacto que juega el zinc en la formacién 6sea y calcificacion no estd aclarado
totalmente. Estudios experimentales apuntan a que el zinc estimula la sintesis proteica y
la formacién oOsea al incrementar la actividad de la fosfatasa alcalina y de otras enzimas
claves en este proceso (Yamaguchi y Yamaguchi, 1986b). Esta induccion de la sintesis
proteica se produce a nivel del proceso de traslacion (Yamaguchi et al., 1989). Se ha
observado, en situacion de deficiencia de zinc, disminucion en la actividad osteoblatica
en huesos largos asi como una defectuosa condrogénesis. Ademas estudios in vitro con

osteoclastos de ratas han mostrado como el zinc es un inhibidor potente y selectivo de la
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actividad osteoclastica disminuyendo la reabsorcion 6sea (Moonga et al., 1995), y de la
formacion de osteoclastos en etapas iniciales (Yamaguchi et al., 1996). El zinc reduce la
sintesis de IL-6 en los osteoblastos (Hatakeyama et al., 2002) e incrementa las
concentraciones plasmaticas de IGF-1que si bien no parecen mejorar el crecimiento en
nifios en buen estado de desarrollo (Hershkovitz et al., 1999), se asocian a un aumento

de la velocidad del crecimiento en nifios malnutridos (Ninh et al., 1996).

En los tultimos afios se han llevado a cabo un gran numero de ensayos
experimentales y clinicos para valorar el efecto de dietas enriquecidas con zinc sobre el
crecimiento en nifios. Sin embargo los resultados son contradictorios. Se ha
documentado un efecto positivo de los suplementos de zinc sobre el crecimiento en
lactantes prematuros (Friel et al., 1985; Diaz Gomez et al., 2003), en grandes
prematuros de muy bajo peso (Friel et al., 1993), en lactantes de Guatemala con baja
talla (Rivera et al., 1998), en nifios preescolares de bajo nivel socioeconémico en Chile
(Ruz et al., 1997), en prepuberes (Perrone et al., 1999). Mientras tanto otros estudios en
nifios preescolares con bajo peso de Uganda (Kikafunda et al., 1998) o en malnutridos
del Africa occidental (Muller et al., 2003), en nifios normo-desarrollados en Israel
(Hershkovitz et al., 1999) o en nifias en la peri-pubertad (Clark et al., 1999) no

encuentran efecto sobre el crecimiento.

Se han documentado relacion entre valores séricos de zinc bajos y excreciones
urinarias altas de zinc en pacientes con osteoporosis (Herzberg et al., 1990) e
igualmente en pacientes inmovilizados con osteopenia. También se ha observado que
las concentraciones 6seas de zinc se reducen intensamente si hay deficiente aporte de

zine.

Ademas la deficiencia de zinc se acompafia de hipogonadismo, lo cual causa
también osteopenia. El hipogonadismo no sélo se produce por atrofia testicular sino
también porque la deficiencia de zinc altera la secrecion de gonadotrofinas. Se ha
observado cémo los suplementos de zinc amplifican el efecto de los estrogenos sobre el
hueso. Hay evidencia constatada de una pérdida de masa 6sea y aumento de fracturas de
stress en los atletas de élite; se cree que es debido al hipogonadismo provocado por
carencia de zinc secundaria a grandes pérdidas de éste por el sudor, a dietas pobres en

minerales y a estar sometidos a estrés continuado. En este sentido se ha descrito un
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efecto beneficioso de los suplementos de zinc sobre la masa 6sea vertebral y femoral en

ratas durante un ejercicio extenuante (Seco et al., 1998).

Como comentabamos previamente el zinc es cofactor de multiples enzimas,
entre ellas las colagenasas. Su deficiencia conlleva una inhibicion de la degradacion de
la colagena (Solis, 1988). Las concentraciones hepaticas bajas de zinc aumentan la
actividad de la propil-4-hidroxilasa, favoreciéndose de esta manera el deposito hepatico
de coladgena. Asi e ratas cirrdticas mediante induccion con CCl4 se demuestra que los
suplementos orales de zinc reducen el depdsito de colageno no sélo en el higado sino
también en la piel (Anttinen et al.,1984) e igualmente reduce la peroxidacion lipidica y
la actividad de la prolina-hidroxilasa (Camps et al., 1992). En ratas con deficiencia de
zinc se describe un aumento de las concentraciones musculares, hepaticas y renales de
malonildialdehido (Ozturk et al., 2003). En modelos alcohoélicos, estudios animales
también se ha observado que la administracion de zinc revierte el incremento de la
peroxidacion lipidica y el aumento de la actividad de la SOD y la GPX inducidos por el
alcohol (Pathak et al., 2002), asi como, la inhibicion de la sintesis de DNA igualmente
inducida por el alcohol (Crilly et al., 2000). Por otro lado el zinc es capaz de disminuir
el incremento de la permeabilidad intestinal producido por la ingesta de alcohol y de
esta manera reducir la endotoxemia, mecanismo que ha sido propuesto como factor
patogénico, entre otros, del dafio hepatico inducido por el alcohol (Lambert et al.,
2003a). Otro mecanismo propuesto en la patogénesis de la lesion hepdtica inducida por
el etanol es la apoptosis celular. El alcohol produce la activacion de la caspasa-3,
proteasa que es la principal responsable da la apoptosis hepatica. Pues bien, también
recientemente se ha descrito que el zinc provoca una supresion de la caspasa-3 (Lambert

et al., 2003b) inhibiendo la apoptosis hepatica (Liu , 2004).

Se dispone de escasa informacion acerca del papel del zinc sobre el musculo. El
zinc, tanto por sus propiedades antioxidantes como por ser cofactor de las DNA y RNA
polimerasas involucradas en la sintesis proteica, tedricamente deberia ejercer un efecto
protector sobre la atrofia muscular mediada por el alcohol. La deficiencia de zinc en
pacientes cirroticos se asocia a la aparicion de calambres musculares, los cuales mejoran
tras la administracion de zinc (Kugelmas, 2000). Por otro lado se sabe que el alcohol
disminuye las concentraciones tisulares de zinc en hueso (Brzoska et al., 2002), pulmon,

higado, bazo, corazédn, rindén y musculo (Florianczyk, 2000), y esta disminucion del
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contenido muscular de zinc se ha relacionado con los cambios histoquimicos y
morfologicos observados en la miopatia alcohdlica, como la atrofia da las fibras
musculares tipo II asi como la reducciéon en la proporcion de las fibras tipo IIb
(Gonzalez Reimers et al., 1993). Otros estudios més recientes, sin embargo, no han
encontrado beneficio del tratamiento con zinc sobre la atrofia muscular aunque si sobre
la fibrosis muscular en modelos experimentales sobre la miopatia relacionada con la

cirrosis no alcohdlica y la malnutricion (Lopez Lirola et al.,2003).
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Objetivos

Por todo lo expuesto previamente en la introduccion hemos planteado la realizacion de

este trabajo a fin de conseguir los siguientes objetivos:

1.- Analizar los efectos combinados y relativos del alcohol y la malnutricion sobre el
musculo, hueso e higado, analizando al mismo tiempo el posible efecto protector del

tratamiento con zinc sobre la miopatia, osteopatia y hepatopatia alcohoélica.

2.- Determinar el papel combinado y relativo de la malnutriciéon proteica, etanol y
eventualmente el efecto protector del zinc sobre la peroxidacion lipidica y la actividad
antioxidante hepética y muscular. Como paso previo nos planteamos analizar la relacion
existente entre peroxidacion lipidica y actividad enzimadtica antioxidante (GPX y SOD)

y lesion histologica hepatica, dsea y muscular.

3.- Determinar si existe o no relacion entre la afectacion muscular y hepdtica y la

afectacion dsea en el modelo experimental referido.
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3.1. POBLACION A ESTUDIO.

3.1.1.ANIMALES Y ALIMENTACION.

Se incluyeron 79 ratas macho de la raza Sprague-Dawley cuyo peso medio fue

de 297.7 g., no presentando diferencias significativas entre grupos (Tabla 1).

Los animales fueron distribuidos en jaulas de metacrilato tipo 500 de macrolén
apilables con rejas de acero inoxidable, usando como base viruta de madera tratada a tal
fin. Fueron expuestas a ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad a temperatura

ambiente constante de 24+2°C.

Previo a la inclusion en el estudio los animales fueron alimentadas con pienso
estandar y agua a demanda hasta alcanzar un peso aproximado de 300 g., momento en el
que fueron incluidas y distribuidas al azar en los distintos grupos de estudio. Desde
entonces fueron alimentadas exclusivamente con dieta liquida, segiin el modelo de
Lieber deCarli, suministrada por Dyets Inc. (25208 Easton Avenue, Bethlehem,
Pensylvania 18087).

Se establecieron 8 grupos de aproximadamente 10 ratas cada uno y un noveno ad

libitum de 5 ejemplares que fueron alimentados durante 30 dias previo al sacrificio.

-Grupo 1.- control (18% de proteinas) (CTRL).

-Grupo 2.- control, suplementada con sulfato de Zn (CTRL.+ZN).

-Grupo 3.- hipoproteico (2% de proteinas) (HIPO).

-Grupo 4.- hipoproteico, suplementada con sulfato de Zn (HIPO+ZN).

-Grupo 5.- alcohdlico (36%) (OH).

-Grupo 6.- alcohodlico, suplementada con sulfato de Zn (OH+ZN).

-Grupo 7.- alcoholico-hipoproteico (OHHIPO).

-Grupo 8.- alcohdlico-hipoproteico, suplementada con sulfato de Zn
(OHHIPO+ZN).

-Grupo 9.- ad libitum.
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La dieta se adquiri6 en forma de polvo hidrosoluble, al igual que los
oligoelementos y las vitaminas, que venian envasados de forma independiente para
garantizar su estabilidad, y fueron conservados a temperatura de 4°C. Para su
preparacion se disolvieron dichos elementos en agua Milli-Q a lo que se afiadid
adicionalmente alcohol etilico al 95%, en cantidad de 5 g/dl lo que suponia un 36% de
la energia total suministrada por la dieta (Lieber y De Carli, 1989), y Zn en aquellos
grupos que lo precisasen. Cada semana se preparaba una nueva dieta y se conservaba en

nevera a 4°C.

La dieta era administrada, mediante biberones, cada 48 horas (tabla 2). Para
proporcionar una ingesta calorica similar en los distintos grupos se procedio6 a aportar la
cantidad consumida por el grupo que menos ingeria (alcohdlico-hipoproteico) al resto
de los animales, repitiéndose el proceso cada 36-48 horas hasta el final del experimento

(pair feeding).

Tabla 1. Peso medio por grupos.

GRUPOS PESO INICIAL NUMERO
(g) EJEMPLARES

CTRL Media 298.60 10
Desv tip 10.06

HIPO Media 302.80 10
Desv tip 13.43

OH Media 297.66 6
Desv tip 3.88

OHHIPO Media 298.00 9
Desv tip 5.21

CTRL.+ZN Media 294.00 10
Desv tip 11.77

HIPO+ZN Media 296.40 10
Desv tip 14.10

OH+ZN Media 296.20 10
Desv tip 4.36

OHHIPO+ZN Media 298.44 9
Desv tip 4.33

F 0.700

P 0.672

AD LIBITUM T -0.806 5
P 0.435

85



Material v método

Sin embargo, hubo diferencias en el consumo total de nuestros animales
(F=14.008, p<0.001) (Fig.4). Las ratas alcoholicas hipoproteicas fueron las que menos
consumieron. Tanto el alcohol (F=49.898, p<0.001) como la malnutriciéon (F=24.878,
p<0.001) ejercieron un efecto independiente sobre la cantidad de alimento consumida

por nuestros animales.

Los animales se manipularon siguiendo las normas del Comité de Cuidados para

Animales de Experimentacion de La Universidad de La Laguna.

Tabla 2. Media de consumo diario de dieta por grupos.

GRUPOS CONSUMO DIARIO (CC)
CTRL Media 54.09
Desv. Tip. 3.53
HIPO Media 51.94
Desv. Tip 5.22
OH Media 48.68
Desv. Tip 2.22
OHHIPO Media 42.15
Desv. Tip 3.23
CTRL.+ZN Media 53.86
Desv. Tip 2.96
HIPO+ZN Media 49.85
Desv. Tip 3.94
OH+ZN Media 49.59
Desv. Tip 2.61
OHHIPO+ZN Media 44.71
Desv. Tip 3.67
AD LIBITUM Media 83.99
Desv. Tip 1.47
F 9.79
p 0.008
Diferencias ad | T -23.24
libitum y control | p <0.001
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Figura 4. Consumo diario por grupos.
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A continuacion pasamos a resefiar la composicion de las dietas (tabla 3) y la
cantidad de hidratos de carbono, proteinas, grasas, vitaminas, oligoelementos (tabla 4),

asi como las caracteristicas nutricionales de cada grupo de estudio (tabla 5).

Tabla 3. Composicion de la dieta liquida Lieber de Carli (Dyets Inc.).

COMPONENTES DE LA DIETA | CONTROL | HIPOPROTEICA
(G/L/1000 CAL)

Caseina 414 4.6
L-cisteina 0.5 0.06
DL- metionina 0.3 0.03
Aceite de maiz 8.5 8.5
Aceite de oliva 28.4 28.4
Aceite de alazo 2.7 2.7
Dextrina de maltosa 25.6 64.8
Fibra (celulosa) 10 10
Minerales 8.75 8.75
Bitrato de colina 0.53 0.53
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Tabla 4. Composicion en minerales oligoelementos y vitaminas (Dyets Inc.).

MINERALES Y VITAMINAS
OLIGOELEMENTOS (mg/1000 cal.)
(mg/1000 cal)

Calcio ....1300 Tiamina ....1.5

Sodio ....255 Riboflavina ....1.5
Magnesio ....125 Piridoxina ....1.75
Hierro ....8.8 Acido nicotinico ....7.5
Cobre ....1.5 Pantetonato calcico ....4
Yodo ....0.05 Vitamina A(UI) ....6000
Cloruro ....390 Vitamina D ....400

Fluoruro ....0. 25

Vitamina B12(mcg) ....25

Fosforo ....1000

Biotina ....0.05

Potasio ....900

Paba ....12.5

Manganeso ....13.5

Acido félico ....0.5

Zinc ....7.5 Inositol ....25
Selenio ....0.025 Colina ....250
Cromo ....0.5 Vitamina K(mcg) ....125

Sulfato ....250

Vitamina E ....30

Tabla 5. Caracteristicas nutricionales de la dieta de los grupos de estudio.

GRUPOS DE ESTUDIO PROTEINAS | LIPIDOS | HIDRATOS DE | ZINC | OH
(%) (%) | CARBONO (%) | (mg/l) | 36%
CONTROL (CTRL.) 18 35 47 0 NO
HIPOPROTEICA (HIPO) 2 35 63 0 NO
ALCOHOLICA (OH) 18 35 47 0 SI
ALCOHOLICA —HIPOPROTEICA |2 35 63 0 SI
(OH-HP)
CTRL.+ZN 18 35 47 227 |NO
HIPO+ZN 2 35 63 227 |NO
OH+ZN 18 35 47 227 |SI
OH-HP +ZN 2 35 63 227 |SI
AD LIBITUM 18 35 47 0 NO

3.1.2.SACRIFICIO Y RECOGIDA DE MUESTRAS.

Las ratas fueron sacrificadas tras 30 dias de fase experimental, mediante

inyeccion intraperitoneal de dosis letales de ketamina (5 ml).
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Durante las 24-48 horas previas al sacrificio los animales fueron emplazados en
jaulas metabolicas lo que permitid obtener la orina y las heces excretadas durante ese

periodo para posterior analisis.

Tras el sacrificio se tomaron las siguientes muestras:

1.- Misculo: se extrajo el musculo gastrocnemio derecho que fue introducido en
nitrogeno liquido de manera inmediata y posteriormente conservado en congelador a
-80°C hasta su corte, tinciéon y analisis histomorfométrico. Los cortes realizados,
empleando un criostato a -40°C, fueron de 8 micras. Se tomaron muestras de el
gastrocnemio izquierdo que se mantuvieron a -80°C en tubos de Ependorff para la
realizacion de determinaciones enzimaticas. Por ultimo se extrajeron muestras de
musculatura paravertebral que se conservd en formol al 10% y en nevera a 4°C para

cuantificacion de oligoelementos.

2.-Higado: se tom6 muestra de parénquima hepatico que se dividio6 en tres partes
distintas. La primera se conservo en congelador a -80°C distribuida en tubos de
Ependorff para analisis enzimatico. La segunda porcion se conservo en formol al 10 % a
4°C y posteriormente se incluyo en parafina, obteniéndose cortes seriados de 5 micras
de grosor para tincidon y andlisis histomorfométrico posterior. La ultima pieza se

conservé también en formol al 10% y en nevera para cuantificacion de oligoelementos.

3.-Hueso: se extrajeron la primera y segunda vértebras lumbares y se
conservaron en alcohol al 70% y a 4°C para posterior inclusion en metil-metacrilato,
corte posterior con microtomo de 7 micras y tincion ulterior para estudio
histomorfométrico. También se procedid a la extracciéon de la tibia derecha y

conservacion a 4°C en formol al 10 % para posterior cuantificacion de oligoelementos.
4.-Sangre: se obtuvo muestra de sangre por puncion intracardiaca que

posteriormente se centrifugd y conservé en congelador a -20°C para determinacion de

parametros bioquimicos y hormonales.
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3.2. ESTUDIO DEL MUSCULO.

3.2.1.ESTUDIO HISTOLOGICO.

Las muestras congeladas a -80°C fueron tefiidas a fin de poder determina las
areas de las distintos tipos de fibras musculares: tipo I (lenta oxidativa), tipo II A
(rapida oxidativa y glicolitica) y tipo II B (glicolitica rapida), para lo cual se realiz6 una
tincion de ATP-asa miofibrilar a pH 4,45 que permitid clasificarlas segun su
sensibilidad acido-base. Posteriormente se procedio a su medicion usando un analizador
de imagenes VIDS II. Se tom6 una media de 20 fibras musculares de cada tipo por
animal, teniendo en cuenta previamente que tuvieran un factor forma (esfericidad)

mayor o igual a 0.9. Fueron medidas usando un aumento 20x.

A continuacion se detallan el procesos de tincion.

3.2.1.1. ATP-ASA MIOFIBRILAR.

A)Preincubacion:

Tampon acetato-acético:

-Solucién A: 1.64 g. de acetato sodico en 100 ml. de agua
destilada.

-Solucion B: 1.2 ml. De 4cido acético en 100 ml. de agua
destilada.

-Para preparar una solucion a pH 4.45 se mezclaron 9 ml. de

solucion A con 17 ml de soluciéon B.

B)Incubacién:
-Medio: 30 mg de ATP + 20 cc de solucion Tris —Buffer a pH
9.4-9.6.
-Solucion Tris-Buffer (TRIS CIH BUFFER 0.1 M con Cl,Ca
0.018 M):
STRIS e 1.21 g.
-ClhCa (2 HyO) oo 0.26 g.
-Agua destilada ..........coeeeeenen. 100 ml.

-Afiadir &cido clorhidrico para ajustar a pH 9.4-9.6
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C)Cloruro de calcio al 1%:
-Cloruro de calcio dihidrato .................... 1.324 g.
-Agua destilada ........cccooviiiiiiniii, 100 cc.

D)Nitrato de cobalto al 2%:
“(NO3)2+6 H2O ..o, 3.18 g.
-Agua destilada ........cccooviiiiiiiiii, 100 ml.

Técnica:

-Preincubar las muestras en tampon acetato-acético a pH 4.45-4.3
durante 20 a 25 minutos a temperatura ambiente.

-Incubar a 37°C y durante una hora en el medio ATP/Tris—Buffer.
-Pasar por solucion de cloruro calcico al 1 % durante 3-5 minutos.
-Pasar por solucion de nitrato de cobalto al 2% a temperatura
ambiente de 1 a 3 minutos.

-Lavar con agua destilada.

-Pasar por sulfuro de amonio durante 10 a 20 sg.

-Lavar en agua destilada.

3.2.2.DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

Se realizo determinacion de los productos de la peroxidacion lipidica
(malonilaldehido + 4-hidroxialquenos (MLD)) y de la actividad de Ila

glutationperoxidasa (GPX) y superoxidodismutasa (SOD) de la siguiente manera.

Las muestras congeladas a tal fin se lavaron con solucion de cloruro sédico
(0.9%) y heparina y/o EDTA, se secaron con papel absorbente y se pesaron para

determinar la actividad de:
.- Malonilaldehido + 4-hidroxialquenos (MLD) con el kit de

Calbiochem® (San Diego, California, USA) con una absorbancia a una longitud de

onda de 586nm en el espectrofotémero ultravioleta.
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.-Superoxidodismutasa Cu/Zn (SOD) con ¢l kit de Calbiochem® (San
Diego, California, USA), en el que se usa la autooxidacion alcalina del 5,6,6,11
tetrahidro, 3,9,19 trihidroxibenzofluoreno, cuyo proceso se acelera por la SOD, con lo

que se obtiene un cromo6foro con absorbancia maxima a una longitud de onda de

525nm.

.-Glutationperoxidasa (GPX) con el Kit de Calbiochem® (San Diego,
California ,USA) se midi6 de forma indirecta usando la oxidacion de NADPH a NADP

con una absorbancia a una longitud de onda de 340 nm.

3.2.3.DETERMINACION DE OLIGOELEMENTOS.

Se estudid el contenido de los siguientes oligoelementos: zinc, cobre, selenio,

manganeso ¢ hierro.

Las muestras de musculo se sometieron tras su conservacion en formol al
siguiente proceso:

.-Pesado de la muestra.

.-Desecacion en estufa a 100°C durante 7 dias.

.-Pesado de la muestra seca.

-En vaso de precipitado adicion 10 ml de &4cido nitrico al 65% vy
calentamiento en placa hasta evaporacion casi total.

.-Adicién de 5 ml de agua oxigenada al 10% y calentamiento hasta casi
sequedad.

.-Enrasar en matraz aforado hasta 10 ml con agua ultrapura (sistema de
deionizacion Milli-Q OM-140).

.-Conservacion de las muestras a 4°C hasta analisis ulterior.

La medicién de los oligoelementos se realizd6 mediante espectrofotometria de
absorcion atdmica con un espectrofotdmetro marca Varian modelo Spectra AA
(Victoria, Australia). Los limites de deteccion en esta técnica para los oligoelementos

estudiados fueron los siguientes:
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Zinc................ 0.009 mg/kg.
Cobre............. 0.026 mg/kg.
Selenio......... 0.0003 mg/kg.
Manganeso.....0.021 mg/kg.
Hierro............. 0.039 mg/kg.

93



Material v método

3.3. ESTUDIO DEL HUESO.

3.3.1.ANALISIS HISTOLOGICO.

Las muestras de tejido 0seo vertebral destinado a tal fin se incluyeron en metil-

metacrilato para posteriormente tefiirse con tricromico (Fig.5).

3.3.1.1. INCLUSION EN METIL-METACRILATO.

Mezcla de metil- metacrilato.

.-100 ml de M-metacrilato (mon6émero estabilizado con hidroquinona).
.-20 ml de nonifenol poliglicol-eter acetato.
.-2 ml dibutil-ftalato.
.-5g. de peroxido de benzoilo.
El catalizador (peréxido de benzoilo) se adiciona de inmediato. Una vez
preparada la mezcla se guarda en frasco cerrado a 4°. Antes de abrir la botella esperar a

que se atempere.

Técnica.

.-Antes de incluir la muestra, deshidratarla completamente. De etanol
70° se pasaban a etanol 96° durante un dia y después a etanol absoluto durante
tres dias, cambiandoselo cada dia.

.-Colocar la muestra en la mezcla de metil-metacrilato a 4°C durante 48
horas para infiltrar bien la muestra. Usar recipiente de vidrio.

.-Pasadas las 48 horas cambiar la mezcla por otra nueva mezcla de
metilmetacrilato y colocarla en estufa a 32°C esperando a que el metil-
metacrilato  endurezca, esto suele durar entre tres y cuatro dias
aproximadamente.

.-Romper, posteriormente los recipientes de vidrio y obtener el bloque de
metilmetacrilato.

.-Se cortan las muestras en el Polycut con un grosos de 7 micras y se

colocan en portas.
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3.3.1.2. TINCION DE TRICROMICO.

.-Hidratar la muestra con agua destilada.

.-Tefiir en hematoxilina férrica durante 5 minutos.

.-Lavar con agua corriente durante 10 minutos.

.-Ponceau de Xilidina durante 45 minutos.

.-Lavado rapido en acido acético y posteriormente en agua destilada.

.-Diferenciar en acido Fosfotungstico-Orange G durante 10 minutos.

.-Lavado rapido en acido acético al 1%.

.-Lavado rapido en agua destilada .

.-Verde luz al 2% durante 15 minutos.

.-lavado répido en acido acético al 1% y posteriormente lavar con agua
destilada.

.-Deshidratar la muestra y montar.

3.3.1.3. TINCION DE HEMATOXILINA FERRICA DE WEIGERT.

a) Soluciones de Stock:

.-Solucién I:

-Hematoxilina cristalizada................... lg.

-Etanol 95%......ccooeeviiniiiiiiin 100ml.
.~Solucién II:

-Cloruro férrico anhidro.................... 1.5g.

-6 moléculas de agua....................... 2.48g.

-Agua destilada..........cccoooeriieinn. 100ml.

b) Solucidn de trabajo:
-Mezclar a partes iguales las soluciones I y II. La solucion se torna de
color negro-azulado que rapidamente vira a pardo-negruzco.

-Preparar en fresco y afiadir 1 ml de &cido clorhidrico concentrado.
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Figura 5. Corte histologico de tejido dseo.

3.3.2.DETERMINACION DE OLIGOELEMENTOS.

Las muestras de tejido 6seo (tibias) conservadas a tal fin fueron sometidas al

mismo procesamiento y técnicas de medida que las muestras de musculo.

Se determiné el zinc 6seo, conservandose los mismos limites de deteccion

detallados en el apartado anterior del mtsculo (pg. 92).
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3.4. ESTUDIO DEL HiGADO.

3.4.1. ANALISIS HISTOLOGICO.

Con el tejido hepatico que se incluyd en parafina se realizaron cortes seriados de
5 micras con un microtomo Reichert-jung 1130 Biocut y se hicieron las distintas
tinciones.

En las muestras tefiidas con hematoxilina-eosina y el tricromico de Masson se
cuantificé lo siguiente:

.-La proporcion de fibrosis hepatica en el analizador de imagenes VIDS-II a un
aumento de 40x (area de fibrosis x100/4area total).

.-La cantidad de grasa, midiendo el area de las gotas de grasa x 100/area total.

Las tinciones llevadas a tal fin se detallan a continuacidén

3.4.1.1. TINCION DE HEMATOXILINA-EOSINA.

A.1) Hematoxilina de Harris

Solucion A:

Hematoxilina en polvo........ccceveriiiiiiiiiennn. 5g.

Alcohol absoluto..........cccevvererienieneeicnene 50 ml.
Solucién B:

Alumbre potasico cristalizado........................ 100 g.

Agua destilada..........ccooeeeiieiiiiiiiiiie 800ml.

Veinticuatro horas después de haber preparado las soluciones se afiadieron 2.5 g.
de o6xido de mercurio rojo. La mezcla se mantuvo en ebulliciéon durante 20 minutos e
inmediatamente después se introdujo en un matraz aforado que se sumergid en agua

fria.

A.2) Eosina.
EOSINA....ccciiiiiiieciieeeeee e 2g
Agua destilada..........coooeeiieiiiiiiiiie, 160 ml.
Alcohol al 95%..c..covueviiniiiiiiiiiiiiee 640 ml.
Acido aCEtICO......veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeean 10 gotas.
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Técnica.
-Desparafinar mediante dos pases en xilol durante 10 minutos.
-Hidratar mediante tres pases en alcohol absoluto de 96° y 90° durante
cinco minutos.
-Lavar con agua durante dos minutos.
-Tefiir con hematoxilina de Harris durante tres minutos.
-Lavar con agua durante cinco minutos.
-Tefiir con eosina durante tres minutos.
-Sin lavar realizar pases rapidos por alcohol a 90°, 96° y absoluto.
-Aclarar con carboxilol.
-Hacer dos pases por xilol.

-realizar el montaje en un kit.

3.4.1.2.TRICROMICO DE MASSON.

A)Soluciéon de Bowin. (preparada a 60°C):

Acido picrico saturado en solucion acuosa............ 750 ml.
Formol @l 37%.....ccveveeiirieieeeeceeeeeee, 250 ml.
Acido acético glacial.............cocooeveeeeeeeeeeeeeenn, 50 ml.

B)Solucién de hematoxilina de Weigert:

Solucion A:

Cristales de hematoxilina...........cccccceeeeeieeeeieeennenn. lg.

Alcohol de 95°......ooiiiiiieee e 100 ml.
Solucién B:

Cloruro férrico al 29%.......ccceeveeievienenieneene 4 ml.

Agua destilada..........cccovveeiiiiiiiienie e 95 ml.

Acido clorhidrico concentrado.............cc.cc......... 1 ml.

Mezclar la solucion A y la B a partes iguales para obtener la solucion de

trabajo.

C)Fucsina 4cida de Biebrich:

Biebrich Scarlet acuosa al 1%......eueeeeeeeeeeeeieeaaannn... 90 ml.

Acido fucsinico acuoso al 1%......c.oveveveeeeererereeennn. 10 ml.
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Acido acético glacial .............cocoeueveueeeeieeeeeeee. 1 ml.

D)Solucioén de 4cido fosfomolibdico- acido fosfotungstico:

Acido fosfomolibdico ...........coovevereeeeeeeeeeeeeeeesenens 5g.
Acido FoSTOtUNGSHICO ..., 5g.
Agua destilada..........ccoeeeviiieiiieeieeee e 200 ml.

E)Solucién de azul de anilina:

Azul de anilina ...........coccveevieeiienieeieeee e 25 g
Acido acético glacial ............ccooooeveceeeeeeeeeeeeeen. 2 ml.
Agua destilada ........ccoooeeriiiiiiii, 100 ml.

F)Solucién de acido acético glacial:

Acido acético glacial ............ccooeueveeeeeeeeeeeeeeeeeen. 1 ml.
Agua destilada .........ocouvveviiieiiiieee e 100 ml.
Técnica:

-Se desparafina con dos pases de xilol de 10 minutos cada uno.

-Se hidrata con pases sucesivos de 5 minutos cada uno con alcohol de 90 °,
alcohol de 96 ° y alcohol absoluto.

-Se lava con agua durante 2 minutos.

-Se incluye en soluciéon Bowin a temperatura ambiente.

-Se aclara con agua destilada hasta que desaparezca el color amarillo.
-Se tifie con hematoxilina de Weigert durante 10 minutos.

-Se aclara con agua destilada.

-Se pasa por Fucsina acida de Biebrich durante dos minutos.

-Se pasa por Acido fosfomolibdico y fosfotungstico durante 12 min.
-Se tifie con anilina durante 5 min. y se lava con agua destilada.

-Se pasa por 4cido acético glacial.

-Se hidrata en pases sucesivos por alcohol de 90°, 96° y absoluto.

-Se aclara en carboxilol.

-Se afiade xilol en dos pases y se monta en un Kkit.
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3.4.2. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

Se realizé determinacion de la actividad de la glutationperoxidasa (GPX) y
superoxidodismutasa (SOD) y de los productos de la peroxidacion lipidica
(Malonilaldehido + 4-hidroxialquenos (MLD)) de la misma forma y siguiendo el mismo

procedimiento detallado en la seccion del musculo (pg. 91).

3.4.3. DETERMINACION DE OLIGOELEMENTOS.

Se determinaron los siguientes oligoelementos hepaticos: hierro, zinc, cobre,
selenio y manganeso.

Las muestras de tejido hepatico conservadas a tal fin fueron sometidas al mismo
procesamiento y técnicas de medida que las muestras de musculo, conservando los

mismos limites de deteccion detallados en el apartado anterior (pg. 92).
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3.5. DETERMINACIONES SEROLOGICAS.

Las determinaciones serologicas llevadas a cabo en los distintos grupos de
estudio fueron:
.-Albimina mediante la técnica colorimétrica con kit de Roche® que muestra

sensibilidad analitica de 0,2 g/dl.

.-Creatinfosfoquinasa (CPK) mediante la técnica colorimétrica enzimatica,

(Roche®), con sensibilidad de 2 U/L.

.-Lactato deshidrogenasa (LDH) mediante la técnica colorimétrica enzimatica,

(Roche®), con sensibilidad de 6 U/L.

.-Calcio por fotometria con test colorimétrico con determinacion del punto final

usando el kit de Roche Diagnostics® con una sensibilidad de 0,2 mg/dl.

.-Magnesio por fotometria con test-color con método de punto final usando el

kit de Roche Diagnostics® con una sensibilidad de 0,03 mmol/dl.

.-Foésforo por fotometria con método de punto final con muestra en blanco

mediante el kit de Roche Diagnostics® con una sensibilidad de 0,3 mg/dl.

.-Creatinina mediante test color enzimatico por fotometria utilizando el kit de

Roche Diagnostics® con una sensibilidad de 0,03 mg/dl.

.-Fosfatasa alcalina por test color segin método estandarizado y fotometria con

el kit de Roche Diagnostics® con una sensibilidad de 0,67 U/L.
-IGF-1 o somatomedina C por radioinmunoensayo (RIA) con el kit de

Nichols Institute Diagnostics® (San Juan Capistrano California) que tiene una

sensibilidad calculada de 0,06 ng/ml.
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~Osteocalcina por andlisis inmunométrico, quimioluminiscente usando el kit
para el analizador IMMULITE de Diagnostic Products Corporation® (Los Angeles,

California), con sensibilidad de 0,1 ng/ml.

.-Testosterona libre por Ria mediante kit de Diagnostic Products Corporation®

(Los Angeles, California) con sensibilidad de 0,15 pg/ml.

.-Corticosterona por RIA usando el kit Inmuchem de Diagnostic Product

Corporation ® (Los Angeles, California).
.-PTH por ensayo secuencial inmunométrico quimioluminiscente en fase sélida
con el kit IMMULITE2000 PTH intacta de Diagnéstic Product Corporation® (Los

Angeles, California) con sensibilidad de 3,0 pg/ml.

.-1,25 dihidroxivitamina D por radioinmunoensayo.

3.6. DETERMINACIONES EN ORINA.

Las determinaciones en orina de calcio fosforo, creatinina y magnesio se
realizaron con los mismos test, las mismas técnicas e idénticos kit que las realizadas en
sangre, s6lo variaron los limites de deteccion inferiores (sensibilidades) para el fosforo

(5,0 mg/dl) y la creatinina (0,3 mg/dl).

-Se determind también la hidroxiprolina en orina por cromatografia liquida de

alta resolucion

.- El zinc en orina se detemind tras procesamiento de la muestra segun los pasos

comentados en el apartado de miisculo omitiendo la desecacion.

3.7. DETERMINACIONES EN HECES.

Sélo se determind el zinc segun lo ya comentado previamente.
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3.8. ANALISIS ESTADISTICO.

Utilizamos un test de analisis de la varianza para valorar las diferencias entre los
grupos experimentales. Si las diferencias tenian significacion estadistica se realizaba un
analisis post hoc (Test de Student-Newman-Keuls) para determinar los grupos de

estudio entre los que se establecian las diferencias.

Para valorar el peso especifico del efecto del alcohol, la malnutricion y el
tratamiento con zinc sobre las diversas variables objeto de nuestro estudio y ademas
valorar las interacciones de estas tres variables entre si, se hizo un analisis de varianza

de dos vias.

Para determinar la relacion entre las variables objeto de estudio se realizd un

analisis de correlacion simple (r de Pearson).
Comparamos todas las variables analizadas en nuestro estudio entre el grupo

control y el grupo alimentado ad libitum, para ello se hizo uso de el test de la t de

Student para variables independientes.
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Resultados

4.1. MUSCULO.

4.1.1. HISTOMORFOMETRIA.

4.1.1.1. AREA DE LOS DISTINTOS TIPOS DE FIBRAS MUSCULARES.

La media de las areas de las distintos fibras musculares quedan reflejadas en la

siguiente tabla (tabla 6).

Tabla 6. Area media de los diferentes tipos de fibras musculares por grupos.

GRUPOS AREA FIBRAS | AREA FIBRAS | AREA FIBRAS

TIPOI (W) | TIPOIA () | TIPOIIB ()

CTRL Media 1868.595 1876.310 1569.187

Desv tip 207.247 313.558 418.723

HIPO Media 1668.813 1382.218 1555.396

Desv tip 185.933 424333 535.696

OH Media 1773.096 1895.971 1526.276

Desv tip 427.817 481.471 121.331

OHHIPO Media 1616.613 1549.793 1130.645

Desv tip 342.747 372318 321.662

CTRLAZN | Media 1901.495 1644.424 1723.276

Desv tip 327.410 303.758 322.986

HIPO+ZN Media 1494.430 1336.143 1439.875

Desv tip 210.376 203.511 267.565

OH+ZN Media 1798.422 2092.988 1586.150

Desv tip 340.467 542.823 394.957

OHHIPO+ZN | Media 1734.305 1483.207 1309.115

Desv tip 334.012 239.950 185.964

TOTAL Media 1741.729 1649.063 1491.843

Desv tip 314.915 416.067 370.259

F 1.411 3.98 2.263

p 0.221 <0.001 0.045

Diferencias T -2.776 1.115 -1.928

ad libitumy |p 0.020 0.291 0.083
control

Se observaron diferencias significativas entre grupos en las areas de las fibras
tipo II A (F=3.98, p=0.001) y las areas de las fibras tipo II B (F=2.263, p=0.045), no
observandose diferencia con significacion estadistica en las areas de las fibras tipo I

entre grupos (F=1.411, p=0.221) (Fig. 6).

4.1.1.2. AREA DE LAS FIBRAS MUSCULARES TIPO 1.

Tras analisis por correlacion de Pearson se observo relacion directa con el peso
final (r=0.328, p<0.01), el area de las fibras II B (r=0.466, p<0.01) y los niveles de
albumina (r=0.320, p<0.05).
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Figura 6. Cortes histologicos tefiidos con ATPasa-miofibrilar

correspondientes a musculo del grupo control (a) y alcohol-hipoproteico (b).

(b)

4.1.1.3. AREA DE LAS FIBRAS MUSCULARES TIPO II A.
Las areas de las fibras tipo II A fueron mas bajas en las ratas malnutridas,

alcohdlicas o no, e independientemente del zinc, diferencidndose de manera

significativa solo de las ratas alcoholicas con suplementos de zinc en el analisis post hoc

(Fig. 7).

Figura 7. Area media de las fibras musculares tipo IT A.
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Tras aplicar el test de varianza de dos vias se aprecidé que tanto la malnutricion
como el alcohol mostraron un efecto independiente sobre el area de estas fibras de
manera significativa (F=22.09, p<0.01) y (F=4.38, p<0.05) respectivamente. La
malnutricion disminuye el 4rea y el alcohol la aumenta.

El 4area de las fibras tipo I A se correlaciond directamente y de manera
significativa en todos los casos (p<0.01) con:

-El peso final (r=0.348, p<0.01) (Fig. 8).
-El érea de las fibras tipo II B (r=0.397, p<0.01).
-La albimina (r=0.401, p<0.01).

Figura 8. Relacion area fibras II A con el peso final.
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4.1.1.4. AREA DE LAS FIBRAS MUSCULARES TIPO II B.

Como se comentd previamente (apartado 4.1.1.1) apreciamos diferencias
significativas entre grupos en las areas de las fibras tipo II B, siendo las ratas
malnutridas-alcohdlicas las que presentaron las areas mas pequeiias (Fig. 9).

El analisis de varianza de dos vias puso de manifiesto un efecto independiente de
la malnutricion proteica (F=6.53, p<0.01) y una débil significacion estadistica para el

alcohol (F=3.758, p=0.058).
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Area media fibras [T b { p2)

Figura 9. Area media de las fibras musculares tipo II B.
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Observamos correlacion directa del area de estas fibras con: el area de las fibras

tipo [ y IT A, el IGF-1 (r=0.274, p<0.05) (Fig. 10) y con el peso final (r=0.43, p<0.01)

(Fig. 11). Se aprecio6 una relacion inversa con los niveles de MLDm (r= -0.313, p<0.05)

(Fig. 12).

Area fibras [Th { p2)

Figura 10. Relacion entre las areas de las fibras II B y el IGF-1.
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Figura 11. Relacion entre el area de las fibras tipo II B y el peso final.
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Figura 12. Relacion entre el area de las fibras tipo II B y los productos de la
peroxidacion lipidica.
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4.1.2. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

4.1.2.1. PEROXIDACION LIPIDICA . MALONILDIALDEHIDO MUSCULAR (MLDm).

Al analizar el MLDm se observan diferencias significativas entre los distintos
grupos (F=12.996, p<0.001) (fig. 13).

Los valores mas altos los presentaron las ratas alcohdlicas-malnutridas y las
alcoholicas, presentando solo diferencias significativas los dos grupos de ratas

alcoholicas-malnutridas frente al resto de los grupos.

Figura 13. Productos de la peroxidacion lipidica.
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Al aplicar un analisis de varianza observamos un efecto independiente y
significativo de la malnutricién (F=10.01, p<0.01) y el alcohol (F=53.99, p<0.01) y una
interaccion sinérgica entre alcohol y malnutricion y otra entre malnutricion y zinc.

Los niveles de MLDm presentaron correlacion:-directa y significativa (p<0.01)

con la actividad de la GPXm (r=0.464) (Fig. 14) y la SODm (r=0.314) (Fig. 15).
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Figura 14. Correlacion entre el MLDm y la actividad de la GPXm.
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Figura 15. Relacion productos de la peroxidacion lipidica y actividad de la

superdxidodismutasa.
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-Inversa e igualmente significativa con el peso final (r=-0.506) (Fig. 16)

y los niveles de IGF-1 (r=-0.472).
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Figura 16. Relacion del MLDm con el peso final.
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4.1.2.2. SUPEROXIDODISMUTASA MUSCULAR (SODm).

Tras analisis univariado se observa entre grupos diferencias estadisticamente
significativas en los valores de la SODm (F=2.235, p=0.042) (Fig. 17).
So6lo se aprecid un efecto independiente del alcohol sobre esta actividad
enzimatica (F=11.47, p<0.01), aumentandola.
La actividad de la SODm se correlaciond directa y significativamente con:
- Laactividad de la GPXm (r=0.502, p<0.01) .
- Los niveles de corticosterona (r=0.344, p<0.01).
Las actividades medias por grupo de la superoxidodismutasa y la

glutationperoxidasa muscular se muestran en la tabla 7.
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Figura 17. Actividad de la SOD muscular por grupos.
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4.1.2.3. GLUTATIONPEROXIDASA MUSCULAR (GPXm).

Encontramos diferencias significativas en los valores de la GPXm entre grupos
(F=4.532, p<0.001) (Fig. 18).
Figura 18. Actividad de la GPX muscular por grupos.

F=4.53
p=0.001

GPX muscular (mUimg)

CTEL OH CTRL+ZH COH+ZN
HIFO COHHIPO HIPO+EN COHHIPO+ZN

Grupos

113



Resultados

Cuando analizamos las diferencias por grupos se aprecia que las ratas
alcoholicas-malnutridas con dietas suplementadas con zinc presentaron niveles de
actividad enzimatica diferentes significativamente del resto de los grupos (p<0.05)
excepto los dos grupos de ratas alcoholicas.

Tras analisis de varianza de dos vias el alcohol presentd un efecto independiente
de manera significativa sobre la actividad de la GPX (F=14.23, p<0.01), aumentandola
y se aprecié también una interaccion positiva alcohol y Zn (F=5.4, p<0.05).

Tras realizar la correlacion de Pearson se observo una correlacion:

-Directa y significativa ( p<0.01) con la actividad de la SODm (Fig. 19) y
los productos de la peroxidacion lipidica (Fig. 14).

-Inversa con los niveles de IGF-1 (r=-0.358, p<0.01).

Figura 19. Relacion entre las actividades de la GPX y SOD musculares.
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Tabla 7. Actividad media de la SOD muscular y la GPX muscular.

CTRL | HIPO | OH | OHHIPO | CTRL. | HIPO OH | OHHIPO F Diferencias
+ZN +ZN | +ZN +ZN P Ad libitum
control
SOD m
Media 10.50 7.20| 22.30 11.32 6.07 6.86| 21.29 23.08 2.235 T=2.617
Desv tip 10.09 8.01| 13.35 6.90 2.95 7.42| 31.54 15.44 0.042 P=0.031
GPX m
Media 5.11 443 | 14.11 1.92 3.60 2.59| 14.09 19.88 4.532 T=3.067
Desv tip 3.96 6.35| 16.73 1.32 1.91 1.49| 11.50 17.64 | <0.001 P=0.015
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4.1.3. OLIGOELEMENTOS.

Los oligoelementos determinados en el tejido muscular fueron: selenio,
manganeso, hierro, cobre y zinc. A continuacion se exponen la cuantia de dichos

oligoelementos en el musculo (Tabla 8).

Tabla 8. Concentracion de oligoelementos musculares.

GRUPOS SELENIO | MANGANESO | HIERRO | COBRE | ZINC

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)

CTRL. Media 112.42 0.6122 25.74 231 2435

Desv. tip 80.64 1.47 11.99 1.34 9.70

HIPO Media 62.43 0.3600 30.90 195 26.70

Desv. Tip 40.61 0.8057 17.57 0.83 7.26

OH Media 27491 0.0000 54.83 323 37.96

Desv. Tip 77.20 0.0000 11.35 1.00 6.94

OHHIPO Media 190.44 0.0000 67.19 236 4476

Desv. Tip 67.40 0.0000 13.66 0.87| 15.56

CTRL+ZN  |Media 113.51 0.1780 41.76 2.15| 28.60

Desv. Tip 141.53 0.1844 41.25 0.95 9.95

HIPO + ZN Media 114.22 0.0094 41.36 2.02] 2685

Desv. Tip 140.73 0.1654 31.18 L11]  10.09

OH + ZN Media 226.68 0.0000 49.92 2.82| 39.55

Desv. Tip 107.24 0.0000 15.37 1.66 9.81

OHHIPO + ZN | Media 342.61 0.0000 73.80 346 54.86

Desv. Tip 79.68 0.0000 14.14 1.62|  16.65

TOTAL Media 182.19 0.1543 48.26 251 3518

Desv. Tip 129.42 0.6013 26.81 127 14.82

F 6.604 1.256 4816| 1.785| 8.030

p <0.01 0.286| <0.001| 0.106 | <0.001

Diferencias T 10520 -3.730 0.303| -0.948| -2.422

Ad libitum p 0.175 0.015 0.766 |  0.360| 0.065
control

4.1.3.1. SELENIO MUSCULAR.

Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre grupos (F=6.60,

p<0.01) (Fig. 20).
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Figura 20. Media de las concentraciones de selenio muscular.
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Los valores mas altos de este mineral lo presentaron los cuatro grupos de ratas
alcoholicas. El andlisis con el test de S-N-K mostré una diferencia clara entre los grupos
alcohdlicos y el alcoholico-malnutrido con suplemento de zinc frente al resto de los
grupos.

En el andlisis de varianza univariado se aprecié un efecto independiente del
alcohol sobre las concentraciones musculares de selenio (F=41.84, p<0.01)
aumentandolo y una interaccion negativa de la malnutricion y los suplementos de zinc
(F=5.39, p<0.05).

La concentracion de selenio muscular tras aplicar el test de correlacion de la r de
Pearson se relaciond :

-Directamente con:

-La concentracion de hierro en el musculo (r=0.620, p<0.01) (Fig. 21).

-El cobre muscular (r=0.513, p<0.01).

-Los valores de zinc muscular (r=0.520, p<0.01).

-Los productos de la peroxidacion lipidica en el muasculo MLDm
(r=0.457, p<0.01).

-La actividad enziméatica muscular de la SOD y la GPX (r=0.370,
p<0.01) y (r=0.396, p<0.01) respectivamente.
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-Inversamente con el area de las fibras tipo II B (r=-0.354, p=0.012).

Figura 21. Relacion concentraciones de selenio e hierro musculares.
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4.1.3.2. MANGANESO MUSCULAR.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos (F=1.25, p=0.289).

4.1.3.3. HIERRO MUSCULAR.

Al analizar los valores medios de las concentraciones musculares de hierro entre
los diferentes grupos observamos diferencias con significacion estadistica (F=4.81,
p<0.001) (Fig. 22).

Las ratas alcoholicas y las alcohdlicas-malnutridas, con y sin zinc, fueron las que
presentaron los valores mas altos de hierro en musculo, poniéndose de manifiesto en el
analisis posterior s6lo una diferencia claramente significatica de los dos grupos de ratas
alcoholicas-malnutridas frente a las ratas control y malnutridas sin zinc.

Observamos tras aplicar el andlisis de varianza de dos vias un efecto
independiente del alcohol sobre esta variable (F=20.55, p<0.01), aumentando su
concentracion.

El contenido dseo de hierro muscular se relaciond con:

-El de cobre muscular directamente (r=0.395 , p<0.001 ) (Fig. 23).

-El contenido muscular de zinc (r=0.680 , p<0.001 ) de forma directa.
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Figura 22. Concentraciones medias de hierro muscular por grupos.
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Figura 23. Relacion del contenido muscular de hierro y cobre.
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- El peso final (r=-0.338, p<0.01 ) inversamente (Fig. 24).

- Los productos de la peroxidacion lipidica (r=0.345, p<0.01) de forma
directa (Fig. 25).

- El selenio muscular (r=0.620, p<0.01) (Fig. 21).
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Figura 24. Relacion contenido muscular de hierro y peso final.
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Figura 25. Relacion contenido muscular de hierro y productos de la
peroxidacion lipidica.
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4.1.3.4. COBRE MUSCULAR.

El anélisis de varianza no mostré diferencias entre los grupos (F=1.78, p=0.10).
Sus valores se correlacionaron directamente con:

-La concentracion de zinc muscular (r=0.486, p<0.001).
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-La actividad de la GPXm (r=0.285, p<0.05).

4.1.3.5. ZINC MUSCULAR.

Los valores medios de zinc fueron diferentes entre los grupos de manera
significativa (F=8.03, p<0.001) (Fig. 26).

Nuevamente las concentraciones de este mineral fueron mas altas en los grupos
de ratas alcoholicas. Las diferencias estadisticamente significativas las encontramos
entre los grupos de ratas alcoholicas-malnutridas frente a los dos grupos de ratas control
y los dos de ratas malnutridas. Ademas, comparando entre si los cuatro grupos
alcoholicos, fue diferente respecto a esta magnitud el grupo alcoholico-malnutrido con

zinc frente a los dos alcoholicos, con y sin zinc.

Figura 26. Concentraciones medias de zinc muscular por grupos.
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Objetivamos un efecto independiente del alcohol (F=46.03, p<0.01) y una
interaccion positiva del alcohol y la malnutricion (F=5.04, p<0.05) sobre esta variable al
realizar el test de la varianza de dos vias.

La concentracion de zinc muscular se relacioné de manera directa con la de
todos los oligoelementos musculares excepto con el manganeso, y ademas se relaciond

con:
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- El peso final de forma inversa (r=-0.435 , p<0.001) (Fig. 27).
- El MLDm de manera directa (r=0.202 , p=0.001) (Fig. 28).

Figura 27. Relacion de la concentracion de zinc muscular con el peso final.
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Figura 28. Relacion de la concentracion de zinc muscular con los productos
de la peroxidacion lipidica.
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4.1.4. HORMONAS.

4.1.4.1. FACTOR DE CRECIMIENTO INSULIN LIKE TIPO 1 (IGF-1)

Encontramos diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IGF-1
entre grupos (F=20.733, p<0.001) (Fig. 29).

En el andlisis estadistico posterior se aprecia que la diferencia se establece entre
los grupos de ratas control e hipoproteicas con o sin zinc y los grupos de ratas que
siguieron dieta alcohdlica tanto iso como hipoproteica independientemente del
suplemento con zinc. Existiendo un efecto independiente sobre esta variable del alcohol
(F=130.24, p<0.01) disminuyendo sus concentraciones y una interaccion negativa entre
malnutriciéon y alcohol (F=5.08, p<0.05).

Los niveles de IGF-1 se correlacionaron inversamente con los niveles de
albimina (r=-0.254, p<0.05), la GPX y los MLDm (p<0.01). También relacionaron con
las fibras II B de manera directa (Fig. 10).

Figura 29. Valores medios de la IGF-1 por grupos.
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4.1.4.2. TESTOSTERONA
No se observaron diferencias entre grupos (F=1.027, p=0.421).
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Tampoco los niveles de testosterona se relacionaron con ningun parametro

muscular.

4.1.4.3. CORTICOSTERONA

Tras el andlisis estadistico no pudimos apreciar diferencias significativas en las

concentraciones plasmaticas de corticosterona entre grupos.
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4.2. HUESO.

4.2.1. HISTOMORFOMETRIA.

4.2.1.1. VOLUMEN OSEO TRABECULAR.

Tras andlisis de la varianza encontramos diferencias significativas entre grupos
(F=2.72, p=0.016) (Fig. 30).

El volumen mdas bajo lo presentaron los grupos alcohdlicos con o sin
malnutricién asociada e independientemente del zinc, y se diferenciaron claramente, y

de manera significativa, los dos grupos control del grupo de ratas alcohdlicas sin zinc.

Figura 30. Volumen 6seo mineralizado por grupos.
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Observamos un efecto independiente del alcohol sobre el volumen dseo
(F=14.50, p<0.01), disminuyéndolo.
Cuando analizamos las correlaciones entre esta magnitud y el resto de los
parametros bioquimicos e histomorfométricos por la r de Pearson apreciamos relacion:
-Directa con los niveles de osteocalcina (r=0.350, p<0.01) (Fig. 31).
-Directa con la IGF-1 (r=0.309, p=0.011) (Fig. 32).
-Directa con el peso final del animal (r=0.246, p= 0.046).

-Inversa con la concentracion de hierro en higado (r=-0.255, p<0.05).
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Figura 31. Relacion del volumen 6seo trabecular y la osteocalcina.
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Figura 32. Relacion del volumen éseo trabecular y las concentraciones de

IGF-1.
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Cuando buscamos posibles relaciones entre esta variable y los parametros

musculares y hepaticos no encontramos relacion con significacion estadistica con el
porcentaje de fibrosis hepatica (r=-0.069, p=0.586) (Fig. 33), ni con la cantidad de

grasa hepatica (r=-0.030, p=0.813), el area de los tres tipos de fibras musculares: I
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(r=0.085, p=0.532), IT A (r=-0.039, p=0.777), Il B (1= 0.175, p=0.22) (Fig. 34) ni con la
testosterona (r=-0.153, p=0.22).
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Figura 33. Relacion entre el volumen 6seo trabecular y la fibrosis hepatica.
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Figura 34. Relacion entre el volumen 6seo trabecular y el area de las fibras
musculares tipo II B.
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4.2.1.2. OSTEOIDE.

Apreciamos la existencia de diferencias estadisticamente significativas en la
proporcion de osteoide entre los distintos grupos (F=4.865, p<0.001) (Fig. 35).

Los grupos de ratas alcoholicas-malnutridas fueron los que presentaban menor
proporcion de éste, pero el analisis ulterior s6lo evidencid como realmente diferentes

al grupo alcohdlico-malnutrido con zinc del grupo alcoholico con zinc.

Figura 35. Proporcion de osteoide por grupos.
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Tras analisis de la varianza de dos vias se puso de manifiesto que tanto la
malnutriciéon (F=8.883, p<0.01) como el zinc (F=11.22, p=0.001) ejercian un efecto
independiente sobre la proporcion de osteoide presente, existiendo una la interaccion
entre alcohol y malnutricion (F=4.466, p<0.05).

La cantidad de osteoide correlacionaba de manera significativa y de forma
directa con:

-El volumen 6seo trabecular (r=0.329, p<0.01) (Fig. 36).

-La osteocalcina (r=0.365, p<0.01).

-El peso final (r=0.290, p=0.018).

-La vitamina D (r=0.323, p<0.01).

-El érea de las fibras musculares II A (r=0.319, p=0.018) (Fig. 37) .
-El 4rea de las fibras musculares II B (r=0.340, p=0.012) (Fig. 38).
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El osteoide ademas correlaciond de forma inversa con el hierro hepatico (r=

-0.396, p<0.001).

Figura 36. Relacion entre osteoide y volumen 6seo trabecular.
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Figura 37. Relacion osteoide - area de las fibras musculares tipo II A.
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Area fibras I1 b {(u2)

Figura 38. Relacion osteoide - area de las fibras musculares tipo II B.
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No hubo relacion estadisticamente significativa entre la proporcion de osteoide y

la cantidad de fibrosis (r=0.178, p=0.159) o grasa hepatica (r=-0.067, p=0.594), ni con

la testosterona (r=-0.027, p=0.830) (Fig. 39), la corticosterona (r-=0.134, p=0.823) ni
el IGF-1 (r=0.097, p=0.433).
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Figura 39. Relacion entre cantidad de osteoide y valores de testosterona.
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A continuacidon pasamos a exponer los porcentajes medios por grupos del volumen
0seo mineralizado y del osteoide (Tabla 9) y a mostrar un corte histoldégico de hueso

tefiido con tricromico donde se aprecia la aposicion de osteoide (Fig. 40).

Tabla 9. Porcentaje de la superficie 6sea mineralizada y el osteoide con

respecto al drea 6sea total por grupos.

GRUPOS VOLUMEN OSEO | OSTEOIDE
MINERALIZADO (%) (%)
CTRL. Media 22.888 1.114
Desv. tip 4910 0.346
HIPO Media 21.222 1.133
Desv. tip 2.108 0.412
OH Media 16.001 0.898
Desv. tip 3918 0.650
OHHIPO Media 17.545 0.296
Desv. tip 4.884 0.398
CTRL. + ZN Media 22.333 1.810
Desv. tip 3.968 0.768
HIPO + ZN Media 19.857 1.412
Desv. tip 2.193 0.442
OH +ZN Media 19.337 2.602
Desv. tip 5.029 1.984
OHHIPO + ZN | Media 17.682 0.804
Desv. tip 4.629 0.974
F 2.722 4.865
P 0.016 <0.001
Diferencias T 1.416 -2.432
Ad libitum P 0.182 0.063
control

Figura 40. Corte histologico 6seo donde se aprecia el deposito de osteoide.
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4.2.2. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS.

4.2.2.1. CALCIO.
No encontramos diferencias con significacion estadistica entre grupos.
En al anélisis de correlacion por la r de Pearson se aprecio:
-Relacion directa con los valores en sangre de albumina (r=0.511,
p<0.01).
-Relacion directa con la PTH (r=0.377, p<0.01).
-Relacioén directa con la fosfatemia (r=0.469, p<0.01) (Fig. 41).

Figura 41. Relacion calcemia-fosfatemia.
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4.2.2.2. MAGNESIO.

Se apreciaron diferencias intergrupales con significacion estadistica (F=3.68,
p<0.01) (Fig. 42).

Las ratas malnutridas presentaron los valores mdas bajos y se pudo apreciar
diferencias entre las ratas de los dos grupos control y las alcohdlicas sin zinc frente a las
malnutridas sin zinc.

Objetivamos también un efecto independiente del alcoholismo (F=5.84,

p=0.018) disminuyéndolo, y la malnutricion (F=12.94, p<0.001) sobre este elemento.
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Magnesemia (mg/dl)

Figura 42. Medias de magnesemia por grupos.
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Apreciamos una correlacion de las concentraciones plasmaticas de magnesio:
-Directa con la albumina (r=0.680, p<0.001).
-Directa con la calcemia (r=0.666, p<0.001).
-Directa con la fosfatemia (r=0.663 , p<0.001).
-Inversa con los niveles plasmaticos de IGF-1 (r=-0.304, p<0.001).
-Tendencia a la relacion directa con el peso final del animal (r=0.225,

p=0.058).

4.2.2.3. FOSFORO.

No se observaron diferencias entre grupos tras andlisis de la varianza.
Se correlaciond directamente con:
-Las concentraciones plasmaticas de albumina (r=0.511,p<0.01).
-La calcemia (Fig. 41).
Se correlaciond inversamente con:

-E1 IGF-1 (1=-0.240, p<0.05).

4.2.2.4. FOSFATASA ALCALINA.

No encontramos diferencias significativas entre grupos (F=0.662, p=0.70).

Se correlaciono directamente con :
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-El aclaramiento de calcio (r=0.345, p=0.003).
-El aclaramiento de magnesio (r=0.311, p=0.007).

4.2.2.5.0STEOCALCINA.

Se apreciaron diferencias significativas (F=16.62, p< 0.01) entre los distintos

grupos de estudio (Fig. 43).

Figura 43. Valores de osteocalcina por grupos.
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Los niveles mds bajos los presentaron los grupos alcohdlicos y los alcohdlicos-
malnutridos. En el anélisis realizado con posterioridad pudimos ver que los 2 grupos de
ratas alcohdlicas y los dos de malnutridas eran iguales entre si y distintos a las
alcoholica-malnutridas por un lado y a las controles por otro, no influyendo el zinc.

Tras analisis de la varianza de dos vias objetivamos un efecto independiente del
alcohol (F=46.79, p<0.01) y de la dieta hipoproteica (F=44.96, p<0.01) como variables
independientes sobre la concentracion de osteocalcina, y una tendencia a la interaccion
alcohol malnutricion (F=3.61, p=0.061).

La osteocalcina se relacion6 de manera directa con:
-El peso final del animal (r=0.750, p<0.001) (Fig. 44).
-EI IGF-1 (r=0.451, p<0.001).
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-El contenido 6seo de zinc (r=0.340, p<0.01).
-La vitamina D (r=0.397, p<0.001).
-El érea de las fibras musculares tipo II B (r=0.368, p<0.01) (Fig 45).

-El volumen 6seo trabecular y el osteoide como hemos expuesto en

sendos apartados.

Osteocalcina (ng/ml)

Area fibras musculares II b (p2)

Figura 44. Relacion osteocalcina-peso final.
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Figura 45. Relacion entre osteocalcina y el area de las fibras musculares
tipo II B.
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4.2.3. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS EN ORINA.

4.2.3.1. ACLARAMIENTO URINARIO DE HIDROXIPROLINA.

No encontramos diferencias significativas entre grupos (F=1.22, p=0.3).
Se relacion6 inversamente tras andlisis por correlacion de la r de Pearson con la
fosfatemia (r=-0.239, p<0.05). La relacion fue directa con:
-El aclaramiento urinario de calcio (r=0.402, p<0.001).

-El aclaramiento urinario de fosforo (r=0.792, p<0.001).

4.2.3.2. CALCIO CORREGIDO POR CREATININA.

Apreciamos diferencias significativas por grupos (F=2.84, p=0.012).

Los grupos de ratas alcoholicas-malnutridas fueron las que presentaron mayor
aclaramiento urinario de calcio.

El test de analisis de la varianza de dos vias mostré un efecto independiente de la
malnutriciéon sobre las concentraciones urinarias de calcio (F=10.48, p<0.01) y un
efecto del alcohol sobre esta variable con tendencia a la significacion estadistica
(F=3.92, p=0.052).

Tras analisis por correlacion de Pearson hallamos una relacion directa entre el
aclaramiento de calcio y:

-El aclaramiento urinario de fosforo (r=0.312, p<0.01).
-El aclaramiento urinario de magnesio (r=0.528, p<0.001).
-El aclaramiento urinario de hidroxiprolina (ya comentado).
La relacion de esta variable fue inversa con: el osteoide (r=-0.263, p<0.05), el

peso final (r=-0.423, p<0.001) y la osteocalcina (r=-0.453, p<0.001).

4.2.3.3. FOSFORO CORREGIDO POR CREATININA.

No apreciamos diferencias significativas entre grupos (F=0.76, p=0.61).

Cuando analizamos las correlaciones por el test de Pearson observamos que el
aclaramiento de fosforo se relaciond con los niveles de hidroxiprolina en orina (r=
0.792, p< 0.001) y los de IGF-1 (r=0.248, p<0.05) de manera directa y de manera

inversa con el fosforo sérico (r=-0.335, p<0.01).

4.2.3.4. MAGNESIO CORREGIDO POR CREATININA.

No observamos diferencias intre los grupos de estudio (F=0.90, p=0.51).

135



Resultados

En el test de correlacion de Pearson observamos relacion directa con el calcio en

orina.

4.2.4. OLIGOELEMENTOS EN HUESO.

4.2.4.1. ZINC OSEO.

Los valores de zinc en hueso fueron distintos entre grupos (F=3.62, p<0.01)
(Fig. 46).

El contenido 6seo de zinc mads bajo lo presentaron los grupos malnutridos con o
sin alcohol en las dietas y sobre todo aquellos grupos que no llevaron suplementos de
Zn. Apreciamos diferencias claras entre el grupo control con zinc y los grupos:
alcohdlicos-malnutridos, malnutridos y alcohdlico sin zinc.

Pudimos apreciar sobre el contenido 6seo de zinc un efecto independiente del
alcohol (F=5.57, p<0.05) y la malnutriciéon (F=10.83, p<0.01 ), disminuyéndolo y del
zinc (F=4.3, p<0.05), aumentandolo.

El contenido de zinc en hueso se relacion6 de forma directa con el peso final

(r=0.364 , p<0.01 ) (Fig. 47), y con la osteocalcina y el IGF-1.

Figura 46. Concentraciones medias de zinc dseo.
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Figura 47. Relacion entre el zinc 6seo y el peso final.
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4.2.5. HORMONAS.

4.2.5.1. PTH.
Tras andlisis de la varianza no objetivamos diferencias con significacion
estadistica entre grupos (F= 0.485, p=0.84).

Los niveles séricos de PTH correlacionaron de manera directa con:
-La albimina sérica (r=0.297, p=0.011).
-La calcemia (r=0.377, p<0.001).
-La fosfatemia (r=0.409, p<0.001).
-La magnesemia (r=0.350, p<0.01).

-La corticosterona de forma inversa (r=-0.234, p<0.05).

4.2.5.2. 1,25 DIHIDROXIVITAMINA D.

Apreciamos diferencias significativas (F=8.80, p<0.01) entre los distintos grupos
(Fig. 48).

Las ratas malnutridas con alcoholismo o no asociado tenian los valores mas
bajos y las sdlamente alcohodlicas los mas elevados. El andlisis estadistico posterior puso

de manifiesto que eran diferentes de manera estadisticamente significativa el grupo de
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alcoholicas-malnutridas frente al grupo de las alcoholicas con suplementos dietéticos de

zinc.
Figura 48. Valores medios de vitamina D.
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Observamos sobre esta variable un efecto independiente de la malnutricion
(F=44.23, p<0.01). Habia una interaccion negativa alcoholismo y malnutricion (F=
5.60, p<0.05), asi como un efecto positivo del zinc con tendencia a la significacion
estadistica (F=3.74, p=0.057).

En el andlisis de correlacion por la r de Pearson objetivamos correlacion de los
valores de vitamina D con:

-El peso final (r=0.589, p<0.001) de manera directa.

-La albumina (r=0.355, p<0.01) también directamente.

-El é4rea de la fibras musculares tipo II a (r=0.368, p<0.01) de forma
directa.

-El hierro hepatico (r=-0.472, p<0.001) inversamente.

-El osteoide (r=0.323, p<0.01) y la osteocalcina (r=0.397, p<0.001).
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4.2.5.3. FACTOR DE CRECIMIENTO INSULIN-LIKE 1

La diferencias que se presentaron entre grupos ya fueron expuestas en el
apartado de resultados hormonales en musculo, asi como los efectos que ejercian tanto
malnutricion como alcoholismo. Aparte de las correlaciones también reflejadas en ese
apartado observamos ademas correlacion de el IGF-1 con:

-El contenido de zinc 6seo (r=0.283, p=0.016 ) directamente (Fig. 49).

Figura 49. Relacion IGF-1 con el contenido 6seo de zinc.
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4.2.5.4. TESTOSTERONA .
Como expusimos en los resultados del musculo no hallamos diferencias entre
grupos.

Tampoco encontramos correlacion alguna entre los niveles séricos de
testosterona y ninguna de las variables referidas al hueso: ni histomorfométricas, ni del

metabolismo calciofosforico ni con el contenido en oligoelementos .

4.2.5.5. CORTICOSTERONA

No existian diferencias entre grupos.

Tras analisis de correlaciones, los niveles séricos de corticosterona se

relacionaron inversamente con los valores de PTH (r=-0.234, p=0.047).
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A continuacién, en la siguiente tabla, pasamos a detallar los resultados
correspondientes a los distintos grupos de estudio en relacion con los marcadores de

formacién y reabsorcion Osea.

Tabla 10. Concentracion de los distintos marcadores de formacion y

reabsorcion oseas.

GRUPOS PTH VITAMINA | OSTEOCALCINA | HIDROXIPROLINA/
(pg/ml) D (ng/ml) CREATININA
(pg/ml) (%)

CTRL. Media 109.97 67.66 49.46 0.51

Desv tip 148.08 33.12 491 0.14

HIPO Media 75.41 37.83 21.22 1.12

Desv tip 45.78 27.99 2.10 1.69

OH Media 75.90 72.50 43.22 0.73

Desv tip 29.98 12.97 10.64 0.21

OHHIPO Media 88.08 17.75 20.77 0.82

Desv tip 67.49 9.01 9.11 0.59

CTRL. + ZN Media 61.08 66.10 58.24 0.50

Desv tip 5491 26.40 11.66 0.27

HIPO + ZN Media 78.55 41.30 41.93 0.95

Desv tip 62.86 19.51 9.14 0.97

OH +ZN Media 91.37 99.00 41.01 1.68

Desv tip 47.13 36.79 13.29 2.15

OHHIPO + ZN | Media 105.26 38.71 20.99 1.18

Desv tip 3597 28.25 7.98 0.52

F 0.485 8.803 16.620 1.220

P 0.842 <0.001 <0.001 0.304

Diferencias T 0.422 2.555 -5.416 0.098

Ad libitum p 0.680 0.031 <0.001 0.923
control
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4.3. HIGADO.

4.3.1. HISTOMORFOMETRIA.

4.3.1.1. FIBROSIS HEPATICA.

La presencia de fibrosis hepatica era diferente de manera significativa en los
distintos grupos analizados (F=3.248, p<0.01) (Fig. 50).

Los grupos de ratas alcohdlicas y alcoholicas-malnutridas fueron los que
presentaron mayor cantidad de ésta y dentro de estos 4 grupos, aquellos cuyas dietas
habian sido suplementadas con zinc, presentaban mas fibrosis que los que no, salvo para

el grupo de ratas alcohdlicas exclusivamente.

Figura 50. Porcentaje de fibrosis hepatica en los distintos grupos.
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El analisis de la varianza de dos vias mostr6 un efecto independiente del alcohol
sobre esta variable (F=12.355, p<0.001) y una interaccion alcohol malnutricién
(F=5.294, p=0.025).

La presencia de fibrosis hepatica se relacion6 tras el analisis de Pearson de
manera directa con:

-El hierro hepatico (r=0.322, p<0.01) (Fig. 51).
-La concentracion hepatica de cobre (r= 0.277, p<0.05).
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Hierro hepatico (mg/kg)

Fibrosis hepatica (%)

-La cantidad de zinc en el higado (r= 0.342, p<0.01).

-El selenio hepatico (r= 0.316, p<0.05).

Figura 51. Relacion entre fibrosis hepatica y contenido hepatico de hierro.
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La relacion entre fibrosis hepatica y las siguientes variables fue inversa:

-Peso final del animal (r=-0.242, p<0.05) (Fig. 52).

Figura 52. Relacion entre fibrosis hepatica y peso final.
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-Actividad de la GPX hepatica (r=-0.445, p<0.001) (Fig. 53).
-El area de las fibras musculares tipo I (r=-0.262,p<0.05).

Figura 53. Relacion fibrosis hepatica-actividad de la glutationperoxidasa
hepatica.
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4.3.1.2. GRASA HEPATICA.

Encontramos diferencias entre grupos con significacion estadistica al analizar la
cantidad de grasa presente en el higado de nuestros animales (F=4.410,
p<0.001)(Fig.54).

Cuando analizamos las diferencias observamos que los dos grupos de ratas
alcoholicas-malnutridas (en los que mayor cantidad de grasa se cuantificaba) eran
diferentes a los dos grupos controles y al los grupos de ratas alcohodlicas sin zinc y
malnutridas sin zinc.

Sobre esta variable ejercian un efecto independiente el alcohol (F=13.867,
p<0.001) y la malnutricion (F=9.794, p<0.01).

La cantidad de grasa en el higado se relacion6 de forma inversa con:

-El peso final (r=-0.407, p<0.001).

-EL IGF-1 (r=-0.367, p<0.01)

-La osteocalcina (r=-0.410, p<0.001).

-La actividad de la GPX hepatica (r=-0.395, p<0.01) (Fig. 55).

143



Resultados

Grasa hepijtica (%)

GPX hepatica (mU/mg)

Figura 54. Cantidad de grasa hepatica por grupos.
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Figura 55. Relacion entre grasa hepatica y actividad de la GPX hepatica.
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4.3.2. DETERMINACIONES ENZIMATICAS.

4.3.2.1. SUPEROXIDODISMUTASA HEPATICA (SODh).
No hubo diferencias intergrupales con significacion estadistica cuando

analizamos la actividad de la SODh (F=0.747, p=0.633).

La actividad de esta enzima en el higado no se relaciond con ninguna de las

variables hepaticas estudiadas y solo apreciamos una tendencia a relacionarse de manera

inversa con la actividad de la GPXh (r=-0.228, p=0.058).

4.3.2.2. GLUTATIONPEROXIDASA HEPATICA (GPXh ).

La actividad de la GPXh, sin embargo, si era diferente por grupos de manera

significativa (F=108.343, p<0.001) (Fig. 56).

El analisis post hoc puso de manifiesto que la actividad de esta enzima estaba

descendida de manera significativa en las ratas alcoholicas y alcohdlicas-malnutridas
con y sin suplementos de zinc, frente al resto de los grupos. También las ratas
malnutridas exclusivamente se diferenciaban claramente de los dos grupos de ratas

control. Estos ultimos fueron los que presentaron una mayor actividad de la GPXh.

Figura 56. Actividad de la GPX hepatica media por grupos.
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El analisis de varianza de dos vias confirmaba un efecto independiente del
alcohol (F=524.778, p<0.001) y de la malnutricion (F=105.90, p<0.001), ambas
disminuyendo la actividad de la enzima y la existencia de una interaccion sinérgica
alcohol-malnutricion (F= 85.321, p<0.001) y también una interaccién negativa alcohol-
zinc (F=4.45, p<0.05).

La actividad de la GPXh se relaciono directamente, tras hacer el analisis por la r
de Pearson con:

-La albimina (r= 0.240, p<0.05).
-El MLDh (r= 0.283, p=0.016) (Fig. 59).
-El peso final del animal (r=0.610, p<0.001) (Fig. 57).
La relacion fue inversa con:
-La concentracion hepatica de manganeso (r =-0.266, p<0.05).
-El hierro (r=-0.520, p<0.001).
-La concentracion hepatica de zinc (r=-0.279, p<0.05).

-El selenio (r=-0.547, p<0.001).

Figura 57. Relacion entre el peso final y la actividad de la GPXh.
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En la tabla 11 se exponen los valores correspondientes a la actividad de los

sistemas antioxidantes y los productos de la peroxidacion lipidica.
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4.3.2.3. PRODUCTOS DE LA PEROXIDACION LIPIDICA (MLDh).

Las concentraciones de malonildialdehido hepatico también fueron diferentes de

manera significativa entre los grupos (F=3.517, p<0.01) (Fig. 58).

Figura 58. Media de malonildialdehido por grupos.
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Las ratas alcoholicas y alcohdlicas-malnutridas presentaron los valores mas
bajos pero el analisis estadistico ulterior s6lo mostré como diferentes los dos grupos de
ratas alcoholicas frente al grupo de ratas control sin zinc y el grupo de ratas malnutridas
con zinc.

Tanto el alcohol como la malnutricién mostraron un efecto independiente sobre
esta variable (F=11.127, p<0.01) y (F=8.31, p<0.01) respectivamente, ambos la
disminuyen.

La concentracion de MLDh se relaciond inversamente con la concentracion de
manganeso hepatico (r=-0.246, p<0.05) y la de selenio hepatico (r=-0.301, p<0.05) y
hubo una tendencia a la relacion también inversa con el zinc hepatico (r=-0.226,
p=0.058).

Apreciamos una relacion directa entre MLDh y actividad de la GPXh (Fig. 59).
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Figura 59. Relacion entre actividad de la GPXh y productos de la

peroxidacion lipidica.
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Tabla 11. Actividades de la SOD y GPX hepaticas (SODh y GPXh) y

concentraciones de malonildialdehido hepatico (MLDh).

GRUPOS SODh GPXh MLDh
(IU/mg) | (mU/mg) | (nmol/g)
CTRL. Media 16.353 56.245 0.2326
Desv tip 6.999 6.636 | 0.0570
HIPO Media 22.580 26.076 | 0.2106
Desv tip 8.092 3.771 0.0673
OH Media 24.838 5.398 | 0.0998
Desv tip| 26.436 4816 0.0114
OHHIPO Media 35.275 3.991 0.1798
Desv tip | 42.239 2.465 0.0859
CTRL. + ZN Media 24.242 52.097| 0.1701
Desvtip| 11.433 7.513 0.0519
HIPO + ZN Media 25.819 25390 | 0.2412
Desv tip 6.322 3.686| 0.1260
OH + ZN Media 27.492 9.257| 0.1160
Desv tip| 17.572 9.379 | 0.0399
OHHIPO + ZN | Media 21.401 7.594| 0.2057
Desv tip| 13.087 5.971 0.1166
F 0.747 | 108.343 3.517
P 0.633 <0.001 0.003
Diferencias T 2.383 0.654 2.489
ad libitum p 0.033 0.525 0.027
control
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4.3.3. OLIGOELEMENTOS HEPATICOS.

Las concentraciones

medias,

por grupos

de estudio,

de

los

distintos

oligoelementos medidos en tejido hepatico quedan expuestas en la siguiente tabla (tabla

12).
Tabla 12. Concentraciones medias de oligoelementos en tejido hepatico.
GRUPOS MANGANESO | HIERRO [SELENIO | COBRE | ZINC
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
CTRL. Media 4.1400 | 276.0940 | 1253367 6.6330| 58.4177
Desv tip. 3.4352|  153.1772| 105.0278 | 3.5360| 522503
HIPO Media 2.9780| 3629470 32.3200| 5.3490|  44.3960
Desv tip. 2.7732|  242.1863| 22.8555| 3.3998 |  30.3449
OH Media 9.5080 | 590.5600 | 932.5500 | 10.0618| 104.7300
Desv tip. 0.6455 1364426 | 305.5158 | 0.9962 8.2789
OHHIPO Media 8.1900 | 831.4636| 331.1114[ 7.2209|  78.2040
Desv tip. 12516 233.0296 | 118.7270| 2.7219| 15.4101
CTRL.+ZN  |Media 6.1234  244.0900 | 209.1289 [ 7.2410|  67.5021
Desv tip. 77950 | 102.4804 | 142.2325| 3.5983 |  44.5198
HIPO + ZN Media 3.6430 | 508.7100| 154.2783| 7.0960 |  95.7880
Desv tip. 1.8425 | 269.1557 | 196.2409 | 2.8558 |  43.0223
OH + ZN Media 6.3000 | 3454700 589.5000| 7.6800 |  94.0860
Desv tip. 0.8691 | 108.4684 | 332.1011| 1.8332| 152735
OHHIPO + ZN |Media 6.1056 |  652.4778| 477.3714] 6.0667| 72.2456
Desv tip. 2.1599 | 251.6079 | 214.1936| 2.4297| 27.2239
TOTAL Media 56590 | 471.2575| 294.6188] 6.9911| 75.1054
Desv tip. 3.8598 | 277.4372| 292.4370| 2.9664 | 375675
F 3.388 10.506 14.702 1.518 3.058
p 0.004 <0.001 <0.001 0.176 0.008
DIFERENCIAS |T 0.466 1.102 2202 -1.348 0.187
AD LIBITUM Y | p 0.649 0.290 0.048 0.201 0.855
CONTROLES

4.3.3.1. HIERRO HEPATICO

Al analizar las concentraciones de este oligoelemento en el higado encontramos

que existian diferencias estadisticamente significativas intergrupales (F=10.506,
p<0.001) (Fig. 60).

Los dos grupos de ratas alcoholicas-malnutridas tenian las concentraciones

hepaticas de hierro mas elevadas y el analisis post hoc las diferencié de los grupos

control y de las alcohodlicas con zinc y de las exclusivamente malnutridas sin zinc.

Ademas los grupos con suplementos dietéticos de zinc tenian concentraciones mas bajas

de hierro con respecto a sus homodlogos.
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Figura 60. Concentraciones hepaticas de hierro.
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El analisis de la varianza de dos vias puso de manifiesto un efecto
independiente tanto del alcohol (F=26.335, p<0.001) como de la malnutricion
(F=19.986, p<0.001) sobre esta variable y también se constatd una interaccidon inversa
zinc-alcohol (F=6.832, p=0.011).

La cantidad de hierro en higado se relaciono directamente con la concentracion
hepatica del resto de los oligoelementos: manganeso (r=0.383, p<0.001), cobre
(r=0.543, p<0.001), zinc (r=0.481, p<0.001), selenio (r=0.430, p<0.001) y con la
fibrosis (Fig. 51).

Ademas el hierro hepatico se relaciond inversamente con el peso (r=-0.591,
p<0.001) (Fig. 61), con el IGF-1 (r=-0.412, p<0.001), con la concentracion de
osteocalcina (r=-0.538, p<0.001), y ademas con la GPXh (Fig. 62).
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Figura 61. Relacion de la concentracion hepatica de hierro y el peso final.
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Figura 62. Relacion hierro hepatico-actividad de la glutationperoxidasa.
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4.3.3.2. ZINC HEPATICO.
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Observamos diferencias entre grupos con significacion estadistica en las

concentraciones hepaticas de zinc (F=3.058, p<0.01) (Fig. 63).
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Apreciamos que se diferenciaban significativamente los dos grupos de ratas
alcohodlicas y el de malnutridas con zinc frente a el grupo de malnutridas sin zinc, cuyas

concentraciones hepaticas de este oligoelemento fueron las mas bajas.

Figura 63. Concentraciones medias de zinc en higado por grupos.
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El alcohol tiene un efecto independiente sobre la concentracion en el higado de
zinc (F=6.027, p<0.05), aumentandola y también existe una interaccion alcohol-zinc
sobre esta variable (F=5.17, p<0.05).

El zinc hepético se correlaciono directamente segtin el test de la r de Pearson con
la concentracion del resto de los oligoelementos hepaticos:

-Cobre (r=0.66, p<0.001) (Fig. 64).
-Hierro (ver apartado previo).
-Manganeso (r=0.623, p<0.001).
-Selenio (r=0.566, p<0.001) (Fig. 65).
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Figura 64. Relacion de las concentraciones hepaticas de zinc y cobre.
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Figura 65. Relacion entre las concentraciones de zinc y selenio hepaticos.
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4.3.3.3. COBRE HEPATICO.

No se apreciaron diferencias significativas en las concentraciones de cobre en el
higado (F =1.51, p=0.176).
La concentracion hepatica de cobre se relaciond con la cantidad de fibrosis

hepatica, la concentracion hepatica de hierro (Fig. 66) y con el zinc hepatico, y ademas
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presentd una relacion directa con la albimina (r=0.24, p<0.05), con el manganeso

(r=0.474, p<0.001) y con el selenio (r=0.416, p<0.01).

Figura 66. Relacion entre las concentraciones hepaticas de hierro y cobre.
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4.3.3.4. SELENIO HEPATICO

Apreciamos que las concentraciones hepaticas de selenio mostraron diferencias

entre los grupos analizados (F=14.702, p<0.001) (Fig. 67).

Figura 67. Concentraciones media de selenio hepatico por grupos.
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Las ratas alcoholicas, con y sin zinc, y las ratas alcohdlicas-malnutridas con zinc
fueron significativamente diferentes a los dos grupos controles y los dos grupos

malnutridos, presentando los grupos alcoholicos las concentraciones mas altas.

Tras realizar un andlisis de la varianza de dos vias se puso de manifiesto un
efecto independiente sobre esta variable del alcohol (F=78.706, p<0.001), la
malnutricion (F=15.427, p<0.001) asi como se evidenciaron varias interacciones
inversas con significacién estadistica como: alcohol-malnutriciéon (F=6.302, p<0.05),

alcohol-zinc (F=4.535, p<0.05) y malnutricién-zinc (F=5.416, p<0.05).

La cantidad de selenio hepatico se relacion6 de manera directa con la
concentracion de todos los oligoelementos (expuestas en sus respectivos apartados) y
con la cantidad de fibrosis hepética. Esta relacion fue inversa con la actividad de la

GPXh (Fig. 68) y la concentracion de malonildialdehido (Fig. 69).

Figura 68. Relacion entre el selenio hepatico y la actividad de la GPXh.
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Figura 69. Relacion entre la concentracion de selenio hepatico con los
productos de la peroxidacion lipidica.
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4.3.3.5. MANGANESO HEPATICO.

Se apreciaron diferencias significativas en el contenido hepatico de manganeso

(F=3.388, p<0.01) (Fig. 70).

Figura 70. Concentraciones medias de manganeso hepatico.
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Las ratas alcohdlicas y alcohdlicas-malnutridas presentaron las concentraciones
mas elevadas y, dentro de estos cuatro grupos, aquellos cuyas dietas estaban

suplementadas con zinc tenian niveles mas bajos de selenio.

Cuando se analizd con detalle las diferencias entre los grupos, sin embargo,
observamos que s6lo se mostraron como diferentes entre si las ratas alcohdlicas sin zinc
y las malnutridas sin zinc. El alcohol presenté un efecto independiente sobre esta
variable (F=15.485, p<0.001), asi como también es estadisticamente significativa la

interaccion inversa alcohol-zinc (F=5.668, p<0.05).

Sus concentraciones hepaticas se relacionaron directamente con la del resto de
los oligoelementos y presentd una relacion inversa con la GPXh y el MLDh, dichas
relaciones han sido comentadas previamente en el capitulo correspondiente a

determinaciones enzimaticas en higado(pg. 145).
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4.4. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

4.4.1. ALBUMINA

Hubo diferencias estadisticamente significativas en los valores de albumina entre
grupos (F=12.065, p<0.001) (Fig. 71).

Las ratas malnutridas y alcoholicas malnutridas con o sin zinc, presentaron las
concentraciones plasmaticas mas bajas. El analisis post hoc diferenci6 de manera
significativa a los dos grupos controles y las dos alcohodlicos frente a las malnutridas
con o sin zinc y las alcoholicas malnutridas sin zinc. Todos los grupos con suplementos

dietéticos de zinc presentaban concentraciones mas altas de albumina que sus

homologos.

Figura 71. Albimina sérica media por grupos.
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El andlisis de la varianza de dos vias puso de manifiesto que tanto la
malnutricion (F=64.002, p<0.001) como el alcohol (F=4.37, p<0.05), aunque éste
menos intensamente, tienen un efecto independiente sobre esta variable. Igualmente
existian unas interacciones positivas alcohol-malnutricion (F=4.307, p<0.05) y alcohol-
zinc (F=6.960, p=0.01).

La albumina sérica se relaciona directamente con:
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-El peso final, el cobre hepatico, la GPXh y la GPXm, el area de las
fibras musculares tipo I, I A y II B, el cobre y la calcemia, la fosfatemia, la
magnesemia, la PTH y la vitamina D.

La albumina sérica se relaciona de forma negativa con el IGF-1.

4.4.2. ZINC EN HECES

Al analizar la cantidad de zinc que contenian las heces de los animales
apreciamos diferencias intergrupales con significacion estadistica (F=19.623, p<0.001)
(Fig.72).

Los grupos de ratas alcoholicas y alcohdlicas malnutridas, con y sin suplementos
dietéticos de zinc fueron las que presentaron mayor excrecion fecal de zinc. Estos cuatro
grupos, se diferenciaron claramente de las ratas controles con zinc y malnutridas con
zinc, que a su vez también se diferenciaron de sus homoélogos sin zinc. Estos tltimos

dos grupos eran los que menor excrecion presentaron.

Figura 72. Excrecion fecal de zinc.
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El analisis de la varianza de dos vias mostr6 un efecto independiente del alcohol
(F=108.391, p<0.001) y del zinc (F=8.477, p<0.01) sobre esta variable, ambos
aumentando la excrecion, al igual que una interaccion positiva significativa alcohol-zinc

(F=11.643, p=0.001).
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4.4.3. ZINC EN ORINA

La excrecion urinaria de zinc también fue distinta por grupos (F=2.65,
p=0.017) (Fig. 73).

Aunque los grupos con suplementos dietéticos de zinc tendian a ser los que
mayor zincuria presentaban y también los alcohodlicos-malnutridos, el analisis ulterior
solo puso de manifiesto como realmente diferentes al grupo de alcohodlicas con zinc

frente a las controles y malnutridas ambas sin zinc.

Figura 73. Eliminacion urinaria de zinc.
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Tanto el alcohol como el suplemento con zinc tienen un efecto independiente
sobre esta variable, (F=7.579, p<0.001) y (F=5.978, p<0.01) respectivamente,

aumentando su excrecion.

4.4.4. CREATINFOSFOQUINASA (CPK).

No encontramos diferencias con significacion estadistica intergrupales.

4.4.5. LACTATODESHIDROGENASA (LDH).

Tampoco nuestros grupos fueron distintos entre si respecto a los valores de LDH

encontrados.
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4.5.PESO

A continuacidon pasamos a detallar los pesos iniciales y finales de los animales

objeto de nuestro estudio (Tabla 13).

Tabla 13. Relacion de pesos de los animales por grupos al inicio y la

finalizacion del estudio.

GRUPOS PESO INICIAL | PESO FINAL
® (®
CTRL. Media 298.60 287.77
Desv tip 10.06 10.97
HIPO Media 302.80 227.20
Desv tip 13.43 15.03
OH Media 297.66 260.66
Desv tip 3.88 15.21
OHHIPO Media 298.00 187.27
Desv tip 5.21 16.88
CTRL. +ZN Media 294.00 280.20
Desv tip 11.77 27.10
HIPO + ZN Media 296.40 217.60
Desv tip 14.10 16.48
OH + ZN Media 296.20 257.80
Desv tip 4.36 18.70
OHHIPO + ZN | Media 298.44 185.77
Desv tip 4.33 13.01
F 0.700 48.888
P 0.672 <0.001
Diferencias T -0.806 -6.304
Ad libitum P 0.435 <0.001
control

4.5.1.PESO INICIAL

La media del peso al inicio del experimento de nuestros animales fue de 297.76

g. vy no hubo diferencias con significacion estadistica a este respecto (F=0.700,

p=0.672).

4.5.2.PESO FINAL

Hubo diferencias con significacion estadistica en el peso alcanzado por nuestros

animales al finalizar el estudio (F=48.888, p<0.001) (Fig. 74).

Se diferenciaron claramente 4 subconjuntos distintos todos entre si. Por un lado

las ratas alcohdlicas-malnutridas, que fueron las que menor peso tenian, seguidas de las
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ratas malnutridas, posteriormente las alcohdlicas y por ultimo las controles cuyos pesos

eran los mas altos.

Tanto el alcoholismo (F=51.364, p<0.001) como la malnutricion (F=265.611,

p<0.001) muestran un efecto independiente sobre este parametro, disminuyéndolo.

Peso final {mg)

Tras correlacidon de Pearson observamos relacion:

-Directa con :

-Area de los tres tipos de fibras musculares ( p<0.01).
-Albiimina (r=0.491, p<0.01) (Fig. 75).

-La proporcion de osteoide (r=0.290, p=0.018) (Fig. 76).
-IGF-1 (1=0.232, p<0.05) (Fig. 77).

-Volumen 6seo trabecular (r=0.246, p=0.046) (Fig. 78).
-Osteocalcina (r=0.750, p<0.001).

-Vitamina D (r=0.589, p<0.001).

-Testosterona (r=0.232, p<0.05).

Figura 74. Media de pesos finales por grupos.
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Albumina (g/dl)

Peso final (g)

Figura 75. Relacion peso final del animal-albumina.
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Figura 76. Relacion peso final del animal y osteoide.
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-Inversa con:

-Niveles de MLDm (r= -0.506, p<0.01).
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Peso final (g)

Peso final (g)

Figura 77. Relacion peso final del animal con concentraciones de IGF-1.
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Figura 78. Relacion peso final con el volumen éseo trabecular.
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Discusion

5.1. MUSCULO

En el alcohodlico cronico esta descrita, como sehalamos en la introduccion de
este estudio, una malnutricion caldrico-proteica dependiente tanto de causas puramente
dietéticas (Santolaria et al., 2000a) como de malabsorcion, patologia pancreatica o
hepéatica. Lo cierto es que malnutriciéon y alcoholismo cronico estan estrechamente
imbricados, por lo que es a veces dificil discernir qué efectos organicos o funcionales
obedecen a una u otra causa. Por este motivo es necesario, a la hora de disefiar un
estudio experimental, recurrir a un modelo que, como el de Lieber-DeCarli, contempla
la utilizacion de dietas isocaloricas con o sin etanol y con diferente aporte de proteinas.
La administracion de estas dietas exige un estricto control de la cuantia ingerida
diariamente por los animales de experimentacion. El alcohol provoca anorexia,
especialmente si se acompaifia de malnutricion proteica. Estos animales ademas pierden
peso a lo largo del estudio, hechos constatado por diversos autores que han utilizado
este modelo (Wilson et al., 1986). A fin de evitar la confusion que generaria un
diferente aporte caldrico a los distintos grupos experimentales es necesario administrar
la misma cantidad ingerida por las ratas que menos consumen al resto de animales. Esto
implica que el grupo control no es un control en el sentido estricto ya que estd sometido
a una restriccién caldrica. Por eso es necesario recurrir a un grupo alimentado ‘“‘ad
libitum”, que representaria un auténtico grupo control, aunque perderiamos la equidad
en la ingesta caldrica. Ademas, si los animales pierden peso, la ingesta caldrica por
masa magra y lo que es mas importante, la ingesta de alcohol por gramo de peso es
mayor si se lleva a cabo un procedimiento de “pair feeding” estricto. Hay que afnadir
también que el manejo de multiples grupos de animales conlleva notables dificultades
para lograr que los grupos coman una misma cantidad de dieta: generalmente no pueden
incluirse mas de cuatro o cinco animales simultdneamente y es conveniente ademas que

simultdneamente se estén tratando varios grupos para poder equilibrar la ingesta.

Pese a todo ello en nuestro estudio hemos conseguido dos cosas: en primer lugar
son muy escasas las diferencias entre el grupo control y el grupo “ad libitum”, es decir,
la utilizacion de los parametros del primero como valores de referencia es adecuada.
Ademas, si bien no hemos conseguido un idéntico consumo caldrico por parte de las

ratas alimentadas con dieta alcoholica-hipoproteica, también es cierto que hemos
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minimizado las eventuales diferencias de la cantidad de alcohol ingerida por gramo de

peso.

Uno de los objetivos que hemos perseguido en el presente trabajo es determinar

si el tratamiento con zinc ejerce algun efecto sobre la miopatia alcohoélica crénica.

Como objetivo secundario hemos analizado la relacion entre atrofia muscular,
peroxidacion lipidica, actividad de enzimas antioxidantes y contenido muscular de
oligoelementos relacionados bien de forma causal (como el hierro) o bien con la

actividad de dichos enzimas antioxidantes (zinc, manganeso, cobre y selenio).

Como hemos comentado anteriormente el alcohol dafia la fibra muscular
esquelética, habiéndose descrito dos entidades claramente distintas: la miopatia
alcohdlica aguda y la forma cronica. Esta segunda es mucho mas frecuente (50-60%);
en la clésica serie de Martin et al. de 1985b s6lo 7 de 151 alcohdlicos presentaron
signos de rabdomiolisis aguda. La miopatia alcoholica crénica se caracteriza por atrofia
muscular que afecta fundamentalmente a las fibras tipo II B. En este sentido nuestros
resultados concuerdan con lo referido en la literatura, ya que diversos autores (Preedy y
Peters, 1988; Martin et al., 1984) han encontrado atrofia de las fibras tipo II o II B tanto
en modelos experimentales como en estudios en humanos. El zinc en nuestro estudio no
ha mostrado efecto alguno sobre la atrofia muscular pese a que, como sefialamos en la
introduccion, hay al menos dos razones tedricas que podrian avalar su beneficio: el ser
cofactor de enzimas involucradas en la sintesis proteica como la DNA y RNA
polimerasas, y el ser igualmente cofactor de varias enzimas implicadas en los
mecanismos antioxidantes celulares. Un hecho a destacar es que los niveles tisulares de
zinc en las ratas tratadas con sulfato de zinc no difieren de forma significativa de los
encontrados en las ratas no suplementadas con este oligoelemento; en cambio, tanto la
excrecion urinaria como fecal de zinc si estan aumentadas en las ratas tratadas con zinc.
Esto sugiere que a partir de una determinada ingesta de zinc este elemento o bien no se
absorbe (de ahi su mayor excrecion fecal) o bien se excreta en mayor cantidad por via

urinaria.
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Estos resultados concuerdan con los estudios realizados con King et al., en 2000
y Lonnerdal, en 2000 que demuestran que a medida que aumenta la ingestion de zinc se
produce por una parte la saturacion del mecanismo de absorcidn intestinal y por otra un
aumento de la secrecion intestinal de este oligoelemento, lo que incrementa en gran
medida la excrecion fecal de zinc. Por otra parte estudios de la distribucion del zinc en
el medio interno han demostrado que la concentracion de zinc en musculo permanece
relativamente constante (Jackson et al., 1982) ain en presencia de una ingesta de zinc
excesiva, como ocurre en nuestro modelo experimental. Donde si se observa un ligero
incremento de la concentracion de zinc es en el hueso (Emmert y Baker, 1995), en

concordancia con lo obtenido en el presente trabajo.

Como hemos comentado previamente en la introduccién la atrofia muscular
expresa una menor cantidad absoluta de proteinas que puede obedecer a una defectuosa
sintesis 0 a un aumento de su destruccion. Hay bastantes evidencias (Mitch et al., 1996)
de que el sistema ubiquitina/proteasoma encargado de la degradacion de proteinas
citosolicas estéd activado en la miopatia alcohdlica. Se ha involucrado a los ROS en esta
degradacion acelerada de proteinas. En nuestro estudio es de interés la relacion obtenida
entre productos de peroxidacion lipidica y atrofia de las fibras musculares,
particularmente de las tipo II B (Fig. 12, pg. 109), resultado experimental que apoya la

aseveracion antes comentada.

El hierro es un elemento pro-oxidante. En la hepatopatia alcoholica y/o en la
hepatopatia de la malnutricién proteica se ha establecido una clara relacion entre niveles
tisulares de hierro y lesion celular. Cabe destacar la relacion encontrada por nosotros
entre la concentracion muscular de hierro y los productos de la peroxidacion lipidica
(Fig. 25, pg. 119). Hay que decir ademas que tanto el hierro como el malonildialdehido
musculares guardaron relacion con la intensidad de la malnutricién proteica, como se
desprende de la relacion encontrada entre estas variables y el peso final de nuestros
animales (Fig. 24 y 16; pg. 119, 112). El hallazgo de una relaciéon similar con el
diametro de las fibras musculares sugiere fuertemente que la malnutricion proteica
juega un papel determinante en la génesis de la miopatia alcoholica. Este fendmeno ha
sido objeto de notable controversia. Tanto el grupo de Preedy (Preedy y Peters, 1990a)
como el de Barcelona (Estruch et al., 1993) sostienen que la miopatia alcohdlica aparece

con independencia del estado nutricional. Es de destacar sin embargo que en la clasica
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serie de Urbano Marquez et al., de 1989, en la que asegura que no hay malnutricion
clinicamente relevante, el pliegue cutaneo del triceps esta reducido en los alcoholicos
con miopatia y que Nicolas et al., en un reciente estudio, en 2003, si encuentra relacion
con el estado nutricional, concluyendo que la malnutriciéon juega un papel adicional al
del alcohol en los cambios estructurales y funcionales de la miopatia alcohdlica. Estos
autores también encuentran que la dosis total de etanol consumida a lo largo de la vida

guarda relacion con la aparicion de la miopatia (Fernandez Sola et al., 1998).

Nuestro grupo, desde hace mas de una década, con el apoyo tanto de resultados
experimentales (Conde et al., 1998) como clinicos (Romero et al., 1994), ha venido
sosteniendo que la malnutricion proteica juega un papel determinante en la evolucion de
la miopatia. En el estudio de Conde la atrofia de las fibras tipo II B era mas intensa en
las ratas con malnutriciéon proteica asociada y en el trabajo de Romero la lesion
histolégica muscular fue mas acusada en los pacientes con malnutricion de tipo
marasmatica. En un estudio ulterior, Santolaria et al., en 2000b encuentran también que
los pacientes con un peor estado nutricional tenian menor fuerza muscular. Los
resultados del presente estudio concuerdan plenamente con lo mencionado: mediante el
analisis de la varianza de dos vias se demuestra que la malnutricién proteica juega un

papel determinante en la atrofia de las fibras tipo II.

Hemos querido profundizar mas en los mecanismos etiopatogénicos analizando
la relacion entre la atrofia muscular y las concentraciones de las distintas hormonas

activas en el musculo, y la existente entre la peroxidacion lipidica y el dafio muscular.

La somatomedina C, o IGF-1, es una hormona que ejerce un efecto anabolizante
aumentando la sintesis proteica y la masa muscular. En nuestro estudio los niveles
estaban claramente descendidos, particularmente si concomitaba la malnutricion
proteica, segun se muestra en la figura 29 (pg. 122), como por otra parte estd
ampliamente descrito en la literatura (Oster et al., 1995). Como era de esperar
encontramos una clara relacion entre IGF-1 y atrofia de la fibras musculares (Fig. 10,
pg. 108), hallazgo que refuerza el papel de la malnutricion en la génesis de la miopatia,

y que apunta hacia una defectuosa sintesis proteica como factor causal de la misma.
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En el alcoholico cronico se describe un descenso de la testosterona que tiene un
doble origen: por una parte hay una defectuosa produccion gonadal de testosterona que
no se acompafia de un aumento (esperable) de gonadotrofina, sugiriendo la existencia de
un defecto hipofisario asociado (Van Thiel et al., 1980; Martinez Riera et al., 1995;
Gonzalez Reimers et al., 1994). La testosterona ejerce un efecto anabdlico sobre el
musculo por lo que al menos en teoria en el alcohodlico cronico su descenso deberia
jugar un papel. Los resultados de nuestro estudio no avalan tal hipotesis, pues ni habia
alteracion significativa en las concentraciones de testosterona, ni se encontrd relacion

entre ésta y la atrofia muscular.

La corticosterona es la principal hormona neoglucogénica y por tanto
responsable del catabolismo muscular. En el alcohdlico cronico estd descrito un
aumento del cortisol plasmatico, que aunque discreto se ha involucrado en la patogenia
del asi llamado pseudo-cushing del alcoholico. Al igual que con la testosterona nuestro
estudio no apoya que las alteraciones del cortisol desempefien una funcién determinante

en la miopatia.

Como previamente hemos mencionado en la introduccion, la peroxidacion
lipidica puede aumentar el catabolismo muscular a través, posiblemente, de la
activacion de interleucinas como el TNF-a o caquectina, potente inductor como su
nombre indica del sistema ubiquitina/proteasoma (Mitch et al., 1996). La peroxidacion
lipidica no so6lo deriva de la alteracion de la capacidad de conjugar el exceso de
radicales libres generados por el metabolismo del etanol sino también por la
malnutricion proteica en si misma (Lenhartz et al., 1998). Estos mecanismos incluyen la
glutationperoxidasa, la superdxidodismutasa y antioxidantes como el o-tocoferol, tal y
como se ha citado con anterioridad en el apartado de mecanismos antioxidantes. Es
evidente que en nuestro estudio la peroxidacion lipidica juega un papel relevante ya que
guarda una estrecha relacion con la atrofia muscular, aunque como es sabido no
necesariamente una correlacion estrecha implica un papel causal. Por otro lado, hemos
demostrado que en el exceso de malonildialdehido juega un papel tanto el alcohol como
la malnutricion. Parece claro por tanto que el exceso de radicales libres guarda relacion

con la atrofia del musculo.
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Las causas de esta excesiva produccion de malonildialdehido son mas dificiles
de desvelar en nuestro estudio. La actividad tanto de la GPXm como de la SODm, en
lugar de estar disminuida estd aumentada (Figuras 18 y 17, pg. 113), sobre todo en el
grupo alcohoélico y en los tratados con zinc. Hay escasos estudios en los que se ha
determinado la actividad muscular de la GPX (Fernandez Sola el al., 2002). Por el
contrario, la mayoria de autores encuentra un descenso de la actividad de la GPX
hepatica (Polavarapu et al., 1998; Zima et al., 2001), tal y como también nosotros
hemos encontrado y expuesto en el capitulo de resultados correspondiente a sistemas
enzimaticos en el higado. Podria interpretarse que el exceso de productos de la
peroxidacion lipidica también obedece a otros factores, como por ejemplo el exceso de
hierro, tal y como se puso de manifiesto en los clasicos trabajos de Chapman et al., 1982
y Brissot et al., 1983. El alcoholismo cronico es una situacion caracterizada por una
sobrecarga de hierro que se acumula preferentemente en el higado, como se demuestra
en nuestro estudio. También la malnutriciéon proteica provoca una acumulacién de
hierro en el higado. En nuestro estudio hemos encontrado que las ratas alcoholicas-
malnutridas presentaban un exceso de hierro muscular (Fig. 22, pg. 118) en el que juega
un papel independiente el consumo de alcohol y que también se relaciona con la pérdida
de peso. Puede ser que este exceso de hierro sea responsable de la peroxidacion lipidica,

de hecho el hierro muscular guarda una relacion significativa con el MLD muscular.

Por lo tanto, también un excesivo catabolismo mediado por los radicales libres, a
su vez dependiente del exceso de hierro, podria jugar también un papel en la atrofia

muscular observada por nosotros.

De los oligoelementos estudiados, algunos como el zinc, cobre, manganeso y
selenio, son cofactores de las enzimas antioxidantes antes sefialadas. Diversos autores
han encontrado un descenso de los valores plasmaticos de selenio en el alcohdlico
cronico (Preedy et al., 1990b; Ward et al., 1992; Doworkin et al., 1984) y algunos,
aunque pocos, del selenio hepatico (Cho et al., 1991; Smith-Kielland et al., 1986). Son
escasos, sin embargo, los que han estudiado el selenio muscular (Bogden et al., 1984).
Nuestros resultados contrastan con estos hallazgos, estando el selenio muscular
aumentado en vez de descendido en las ratas alcohdlicas. Esta aparente paradoja guarda
relacion estrecha con el hallazgo de la actividad elevada de la GPXm encontrada en

nuestros animales. Algo parecido cabria decir para el zinc. Varios estudios describen un
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descenso del zinc en el alcohdlico cronico fundamentalmente de zinc hepatico y de zinc
en sangre (Navarro et al., 1986; Gonzdlez Reimers et al., 1998), atribuyéndose este
descenso al excesivo catabolismo proteico. No obstante, hemos de comentar que
diversos autores no han encontrado alteracion alguna del zinc tanto en modelos
experimentales como en humanos. En nuestro estudio, el zinc muscular sigue un
comportamiento paralelo al del selenio (y también al de la GPXm y SODm, enzimas de
la que es cofactor). Podria sugerirse la hipotesis de que la mayor actividad de estas
enzimas para contrarrestar el exceso de radicales libres aumente la captacion por el
musculo de zinc y de selenio, sus cofactores, lo que explicaria los resultados obtenidos

en nuestro trabajo experimental.
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5.2. HUESO.

Como antes explicdbamos el consumo cronico de alcohol se asocia a una
osteopatia metabdlica estando de acuerdo la mayor parte de los autores en que es la
osteoporosis y no la osteomalacia la lesion predominante. Apuntabamos también que la
malnutriciéon calérico proteica contribuia al desarrollo de esta osteopatia como ya
habian sugerido Diamond et al., en 1989a y Lalor et al.,, 1986. También en estudios
realizados por nuestro grupo tanto a nivel experimental (Molina Pérez et al., 2000),
como clinicos se apoya esta hipotesis (Santolaria et al., 2000b). En el presente trabajo
hemos encontrado que el tratamiento con etanol, independientemente de que la dieta
estuviera suplementada con zinc o estuviera asociado o no a malnutricioén proteica, es el
responsable directo del descenso de la masa dsea. No obstante también es cierto que
existe una relacion estadisticamente significativa entre masa dsea y pérdida de peso a lo
largo del estudio lo que sugiere de nuevo el papel coadyuvante de la malnutricion

proteica en la osteopatia (Fig. 78, pg. 164).

Como desarrollamos en la introduccidn, en el apartado de osteopatia alcoholica,
la pérdida de masa 6sea inducida por el alcohol puede obedecer a una disminucion de la
sintesis 0sea o a un aumento de la reabsorcion Osea. Existe parametros tanto
histolégicos como bioquimicos que evalian ambos procesos. Asi, la medicién
histomorfométrica del osteoide y la determinacion analitica de la osteocalcina
constituyen herramientas ttiles que permiten valorar el proceso de formacion 6sea. En
nuestro estudio encontramos que las ratas alcoholicas-malnutridas presentaban los
valores mas bajos de osteoide y osteocalcina. El tratamiento con zinc mejora ambos
parametros. Como vemos en la figura 35 (pg. 127), las ratas tratadas con zinc de cada
uno de los grupos tienen mayor cantidad de osteoide que las ratas a las que no se les
administré suplementos de zinc de los grupos homénimos. También es evidente que es
la coexistencia de alcohol y malnutricion proteica la que realmente produce un descenso
de la sintesis Osea, pues es en este grupo, esté o no tratado con zinc, donde los niveles
de osteoide son mas bajos. En efecto, el analisis de varianza de dos vias muestra que la
malnutriciéon proteica ejerce un efecto independiente reduciendo el volumen de
osteoide, oponiéndose en ese sentido al zinc, que tiende a aumentarlo. Ademas

encontramos una relacion significativa entre osteoide y peso final y, como era de
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esperar, hallamos igualmente una relacion positiva entre osteoide y osteocalcina. El
efecto del zinc observado en este estudio concuerda con la mencionada accion de este
oligoelemento como cofactor de enzimas involucrados en la sintesis proteica y con las
observaciones realizadas por diversos grupos del papel de los suplementos dietéticos de
zinc como promotores del crecimiento 6seo (Diaz Gémez et al., 2003;) asi como de los
efectos negativos del inadecuado aporte de este elemento sobre el crecimiento del nifio

en paises subdesarrollados (Ninh et al., 1996).

Una de las hormonas implicadas en el crecimiento del hueso es la HGH, que
actua por medio de la somatomedina C o IGF-1. Como era de esperar, en concordancia
con los resultados, los niveles del IGF-1 son mas bajos en las ratas alimentadas con
dietas hipoproteicas y tratadas con alcohol existiendo una interaccidon significativa,
aditiva entre ambos factores. Ademas el IGF-1 guardaba relacion con la pérdida de peso
a lo largo del estudio, segiin se expone en la figura 77 (pg. 164). El zinc no ejercio

efecto alguno sobre los niveles de esta hormona.

Otra hormona implicada en el crecimiento 6seo es la vitamina D. La forma
activa de esta vitamina, la 1,25 dihidroxivitamina D, actua sobre el metabolismo calcio-
fosforico fundamentalmente incrementando la absorcion intestinal de calcio. Parece ser
que favorece por esta via la mineralizacion 6sea (de hecho la deficiencia de vitamina D
se asocia a raquitismo y osteomalacia), aunque algunos autores (Altundag et al., 2004;
Passeri et al., 2003) apuntan que también estimula la reabsorcion 6sea. De forma similar
al resto de los parametros osteosintéticos la concentracion plasmatica de vitamina D
estaba descendida en las ratas con malnutricion proteica con independencia del
consumo de alcohol, aunque hay que matizar que son las ratas alcoholico-hipoproteicas
las que mostraban valores mas bajos. En concordancia con lo que hemos dicho
encontramos una relacion directa y significativa entre valores de vitamina D y peso final
y alblimina sérica. Es llamativo el hallazgo de una relacion significativa entre los
niveles de vitamina D y area de las fibras musculares. Sin que podamos explicar
patogénicamente este hallazgo no debemos olvidar que en situaciones de carencia de
vitamina D que cursan con osteomalacia existe una miopatia proximal que afecta sobre
todo a la musculatura de la cintura pélvica (Russell, 1994; Pfeifer et al., 2002). En la
malnutricion caldrico proteica es frecuente el déficit de vitamina D y diversos autores —

la mayoria — encuentran también niveles bajos de vitamina D asociados al alcoholismo
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(Laitinen et al., 1991; Lindholm et al., 1991) por lo que nuestros resultados coinciden

con lo referido en la literatura.

Un resultado interesante es el hallazgo de una relacion significativa entre
osteoide y el grado de atrofia muscular como se demuestra en las figuras 37 y 38 (pg.
128 y 129). Esta relacion es directa, es decir, a mayor masa muscular mayor formaciéon
6sea. Es conocido que la actividad muscular e incluso el esfuerzo antigravitatorio,
mejoran la masa o6sea (Valimaki et al., 1994; Benavid et al., 1996). Como hemos
comentado sobradamente en parrafos anteriores y en el capitulo especifico de musculo,
el alcohol provoca miopatia cronica caracterizada por atrofia muscular, situacion que
llega a afectar a un 50-60% de alcohdlicos (Preedy et al., 1990a). Que sepamos no
existen estudios en alcoholicos que relacionen masa muscular determinada
histomorfolégicamente con la masa dsea, aunque autores como Lalor et al., 1986
encuentren una relacion entre IMC y masa 6sea y estudios realizados en nuestro grupo
demuestren también la existencia entre fuerza muscular y masa 6sea (Santolaria et al.,
2000b). Nuestro trabajo por lo tanto demuestra una relacion directa entre formacion de
hueso y masa muscular en la que como hemos comentado la malnutricidon proteica juega

un papel predominante.

Hay que senalar que la relacion entre atrofia muscular y volumen o6seo
trabecular, aunque directa, no alcanza la significacion estadistica, en contraste con los
hallazgos relativos al osteoide. No podemos olvidar que la reabsorcion dsea juega
también un papel en el mantenimiento del volumen 6seo trabecular. La destruccion del
hueso es un fendmeno mediado por hormonas como la PTH y diversas citocinas como
por ejemplo TNF-a. y la IL-6, que por medio del RANK-L activan al osteoclasto. Este
mediante su borde en cepillo digiere las sales de hidroxiapatita gracias a la actividad de
su anhidrasa carbonica y a la bomba de protones asociada a la membrana creando las
lagunas de reabsorcion que pueden ser identificadas en la trabécula. Seria éste un
fendmeno histologico indicativo de la destruccion osea (atin cuando su visualizacion en
la rata conlleva considerable dificultad). De forma similar a como ocurria con la sintesis
Osea, existen marcadores bioquimicos que permiten evaluar la reabsorcion. Los
marcadores bioquimicos mas usados en el momento actual son los fragmentos carboxi-
y aminoterminales de la colagena tipo I. También la hidroxiprolina se ha utilizado con

el mismo fin, alin cuando es menos especifica, ya que la destruccion de la colagena
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hepatica puede también elevarla. No obstante la cantidad de fibrosis que se deposita en
el higado en el modelo experimental que hemos utilizado es escasa por lo que en
principio podemos considerar que la excrecion de hidroxiprolina estima adecuadamente
la degradacion osea. No encontramos diferencias con significacion estadistica en la
excrecion de hidroxiprolina corregida por creatinina en los distintos grupos, sugiriendo
este resultado que, en contraste con la sintesis dsea, la reabsorcion del hueso no se ve
afectada de forma significativa por el alcohol ni la malnutricion, ni tampoco el zinc
ejerce efecto protector alguno sobre la destruccion 6sea. Esta aseveracion se ve ademas
avalada por la ausencia de diferencias en la PTH y en la corticosterona entre los
distintos grupos. Como mencionamos en la introduccién la malnutricion proteica se
asocia a una osteoporosis de bajo recambio con un descenso tanto de la sintesis como de
la reabsorcion, estando por lo tanto nuestros resultados en absoluta concordancia con lo
descrito por otros autores (Bourrin et al., 2000b). También, como comentamos hay
disparidad en los resultados referidos en la literatura con respecto al efecto del etanol
sobre la reabsorcion Osea, aunque la mayoria de los autores coinciden en sefialar la
ausencia de efecto del alcohol sobre la reabsorcion 6sea (Diamond et al., 1989a;

Laitinen et al., 1992b; Gonzalez Calvin et al., 1993).

Por lo tanto, parece que la osteopatia del alcohdlico se caracteriza por un
descenso de la masa oOsea, fundamentalmente debido a una defectuosa sintesis,
ejerciendo el zinc un ligero efecto protector, precisamente porque aumenta la formacion
del hueso. Es destacable la relacion entre la atrofia muscular y la osteopenia, lo que
podria sugerir un papel contributivo de la miopatia alcoholica en la osteoporosis de
estos pacientes. Ello contrasta con la ausencia de relacion entre afectacion hepatica y

alteraciones Oseas.
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5.3. HIGADO.

Tras todo lo comentado en el apartado anterior parece evidente que el higado
juega un papel central en la homeostasis calcio-fosforica ya que es el 6rgano donde se
sintetizan el IGF-1 y la 25 hidroxivitamina D. En el presente estudio, ain cuando no
constituia nuestro principal objetivo, hemos analizado también el papel del zinc sobre
los cambios hepaticos y la relacion de las alteraciones generadas por alcohol y
malnutricion proteica en la peroxidacion lipidica con los cambios histologicos
hepaticos. El modelo de Lieber deCarli (al contrario del de French y Tsukamoto) no
permite que la rata desarrolle una cirrosis hepatica histologicamente manifiesta. Ello al
parecer se debe a que se precisa mayor cantidad de alcohol (que la rata no ingeriria en
ningln caso, pero que si puede administrarse por sonda nasogastrica) para producir una

lesion hepatica avanzada.

Como otros autores (Lieber, 1980) y en concordancia con estudios previos
llevados a cabo por nuestro grupo (Conde et al., 1993), hemos observado s6lo un
discreto aumento de la cantidad de fibrosis en las ratas alcohdlicas —aunque a diferencia
de otros trabajos la concomitancia de malnutricién proteica no se asociaba a mayor
fibrosis. Lo que si se evidencia en nuestro estudio es que el tratamiento con zinc no

altera en absoluto el deposito de tejido fibroso.

Teoricamente el zinc podria haber modificado la fibrosis por tres vias distintas:
reforzando la actividad de los sistemas antioxidantes, aumentando la actividad de las
colagenasas e inhibiendo la prolilhidroxilasa. Esta es la base tedrica en la que se
sustentan el ya clésico trabajo de Anttinen et al., de 1984, quien demostré regresion de
la fibrosis tras el tratamiento con zinc, hallazgos compartidos por Camps et al., en 1992,
pero no por otros autores que han abordado este tema (Lopez Lirola et al., 2003). Que la
actividad antioxidante se encuentra disminuida en aquellas ratas que presentaban una
mayor cantidad de fibrosis queda fuera de toda duda al contemplar la figura en la que se
expone la relacién entre el porcentaje de fibrosis hepdatica y la actividad de la GPX
hepatica (Fig. 53, pg. 143), y es también es evidente que el zinc en nuestro estudio no
ejerce efecto alguno. Este resultado difiere del encontrado por Pathak et al., en 2002.

Aun cuando, como hemos reiterado, el hallazgo de una relacion significativa no implica
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una relacion de causalidad, es de destacar la estrecha relacion inversa entre cantidad de
fibrosis y actividad de la GPX hepatica. Dentro de la misma linea de razonamiento
podemos interpretar la relacion encontrada entre grado de fibrosis y sobrecarga férrica
hepética, ya que es conocido el efecto promotor de la peroxidacion lipidica ejercido por
este oligolemento (Chapman et al., 1982; Sergent et al., 1995). El cobre es cofactor de
otros de los enzimas claves de la fibrogénesis hepatica como es la lisil-oxidasa por lo
que tedricamente es un elemento fibrogénico. Tal papel parece explicar la intensa
fibrosis que acompafia a la cirrosis infantil india y a la enfermedad de Wilson (Sternlieb,
1980). Lo cierto es que los quelantes del cobre inhiben la lisil-oxidasa y por tanto la
fibrogénesis (Rojkind y Dunn, 1979). En nuestro estudio hemos observado una relacion
significativa entre cobre hepatico y cantidad de fibrosis, que puede apoyar lo

anteriormente citado.

Las ratas alcohdlicas-malnutridas son las que perdieron peso de forma mas
acusada, y es en este grupo donde se produjo la mayor acumulacion de hierro como es
evidente en la figura 60 (pg. 150). La sobrecarga hepatica de hierro se ha descrito en el
Kwashiorkor y también se ha descrito por nuestro grupo utilizando un modelo
experimental similar al actual (Conde et al., 1992). Por otro lado el incremento de la
peroxidacion lipidica se ha encontrado en la malnutricidon proteica (George et al., 1998).
Nuestros resultados por lo tanto concuerdan con lo referido en la literatura y nos
permiten sugerir, con las salvedades que este tipo de aseveraciones exige, una relacion
de causalidad: la malnutricion proteica generaria un excesiva sobrecarga de hierro
inductora de mas peroxidacion lipidica, que redundaria en mayor lesion histologica,

maxime al estar disminuidos los sistemas antioxidantes.

Otro tipo de expresion del efecto lesivo del alcohol y la malnutricion sobre el
higado es la esteatosis hepatica. De forma paralela a la fibrosis las ratas alcoholicas-
malnutridas presentaban mayor esteatosis hepatica no ejerciendo tampoco el zinc efecto
protector alguno. Al igual que con la fibrosis, existi6 una relacion inversa
estadisticamente significativa entre la actividad de la glutationperoxidasa hepatica y el
deposito de grasa en el higado, apoyando la hipdtesis anteriormente expresada. En
cambio la relacion encontrada entre la esteatosis hepatica y la concentracion histica de
hierro no llega a alcanzar en nuestro estudio significacion estadistica, pese a mostrar una

clara tendencia a ello.
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Encontramos una relacion directa entre malonildialdehido y la actividad de la
enzima glutationperoxidasa hepatica. Un resultado parecido ha sido encontrado por
otros autores (Morales et al., 2004) que sugiere una elevacion compensadora de la
actividad de los sistemas antioxidantes para compensar el exceso de peroxidacion
lipidica. Una interpretacion similar cabria en nuestro estudio, pero hay que resefar de

nuevo que el zinc no ejercid efecto alguno sobre la peroxidacion lipidica.

Por lo tanto, el zinc no protege del efecto fibrogénico del alcohol y la
malnutricion. Hay una relacion inversa entre actividad de la glutationperoxidasa y
esteatosis y fibrosis, no modificada tampoco por el zinc, asi como una relacion directa
entre la sobrecarga hepdtica de hierro y la fibrosis hepatica. Etanol y malnutricion
proteica ejercen efectos independientes sobre estas interacciones existiendo en algunos
casos un efecto sinérgico. No encontramos que las alteraciones hepaticas guarden
relacion directa con las alteraciones 6seas. Sin embargo algunos datos permiten sugerir
un cierto papel del la hepatopatia alcoholica sobre la osteoporosis del paciente
alcoholico. Es éste el caso de la relacion inversa encontrada entre grasa hepatica- un
marcador de lesion de la viscera- y concentraciones de osteocalcina e IGF-1. Como
comentamos previamente la osteocalcina refleja la actividad osteoblastica y el IGF-1 es
uno de los principales activadores de la osteosintesis, precisamente de sintesis hepatica,
y con buena relacion con la funcion hepatica (Santolaria et al., 1995). Nuestros
resultados podrian sugerir que la progresiva lesion hepatica pueden inhibir la formacioén
Osea otorgandole asi un papel en la osteopatia del alcoholico. Diversos autores (Jorge et
al., 1988) han encontrado mayor gravedad de la lesion Osea en pacientes cirroticos
alcoholicos, estando por tanto nuestros resultados en concordancia con esos hallazgos
aunque como ya explicamos el grado de lesion hepatica producido por nuestro modelo

experimental es de baja intensidad.

179



6. CONCLUSIONES.



Conclusiones

1.-En nuestro modelo experimental existe una miopatia caracterizada por la
atrofia de las fibras tipo II, tanto las I A como las II B, ejerciendo un efecto
independiente tanto el alcohol como especialmente la malnutricion proteica. En el caso
de las fibras tipo II B el efecto del alcohol es potenciador de la atrofia, mientras que en

las IT A el alcohol tiene un papel, significativo, opuesto al de la malnutricion.

2.-Esta atrofia parece obedecer a una defectuosa sintesis muscular de proteinas,
como puede deducirse de la relacion entre drea muscular y concentracion disminuida de

IGF-1 (a su vez dependiente también del alcohol y de la malnutricion proteica).

3.-La atrofia muscular también guarda relacion con un aumento de la

peroxidacion lipidica.

4.-Este aumento de la peroxidacioén lipidica guarda relacion con la concentracion
muscular de hierro, que aparece elevada, lo que sugiere que la sobrecarga férrica pueda

estar involucrada en dicha peroxidacion.

5.-Existe una osteopatia relacionada con el alcohol caracterizada
fundamentalmente por un descenso de la masa dsea debido principalmente a una
disminucién en la formacion 6sea. El zinc en nuestro trabajo ejerce un ligero efecto

protector, precisamente al actuar sobre la sintesis Osea.

6.-La atrofia de las fibras tipo II B se relaciona con el osteoide, por lo que es
posible que la miopatia del alcohdlico pueda jugar un papel patogénico en la pérdida
Osea. Sin embargo, es muy dudosa la influencia de la lesion hepatica asociada al

alcoholismo sobre la osteopatia del alcoholico.

7.- En nuestro modelo experimental el alcohol induce una discreta fibrosis
hepatica. Esta fibrosis se relaciona con una disminucion de los sistemas antioxidantes y
una sobrecarga hepatica de cobre y hierro. Esta tltima ademas se ve potenciada por la
malnutriciéon. No se aprecio efecto protector del zinc sobre ninguno de los marcadores

de dafio o lesion hepatica.
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