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1. CONCEPTOS GENERALES. ESTRUCTURA Y METABOLISMO OSEO

1.1 DESARROLLO OSEO

El hueso humano es una estructura de sostén por una parte, pero también un
importante regulador del metabolismo calcio-fosférico y del equilibrio acido-base.
Adquiere su configuracion caracteristica como consecuencia de los procesos de
crecimiento y modelado. Mediante el primero, el hueso alcanza el tamafo propio del
adulto, y es por causa del modelado que adquiere sus caracteres morfoldgicos, que
hacen que una tibia humana difiera de la de otras especies. A estos dos procesos
dominantes durante el periodo de crecimiento se afiade un tercero, de importancia
capital para la adaptacidon del hueso al esfuerzo mecanico y para su funcién
metabdlica, que es el remodelado. En efecto, el hueso sufre un proceso de
remodelacién continuo a lo largo de la vida consistente en la sintesis del mismo en
determinadas zonas, funcidn llevada a cabo por los osteoblastos; mientras en otras
zonas es destruido por los osteoclastos en un proceso denominado reabsorcion.
Ambos procesos se encuentran en equilibrio variable a lo largo de la vida adulta no
senil. Desde la adolescencia hasta aproximadamente los treinta afios, se produce un
progresivo aumento de la sintesis en relacidn a la reabsorcién, lo que facilita por una
parte el crecimiento y por otra parte la adquisicion de un “pico” de masa dsea. No hay
un consenso claro en cuanto a la edad en la que este pico de masa es alcanzado, ya
qgue depende del tipo de medida utilizado, el hueso medido y el sexo. En cualquier
caso, se acepta de forma general que la mayor parte de este pico se alcanza en la
adolescencia tardia, consolidandose finalmente en torno a los veintiddos y los
veintinueve afios, tanto en hombres como en mujeres (Henry et al., 2004). A partir de
este momento, comienza un lento proceso de pérdida de masa dsea, que supone
aproximadamente entre 0,61 y 0,74% anual (Cheng et al., 2007). El pico de masa dsea
desciende gradualmente tanto en hombres como en mujeres (Firooznia et al., 1984).

Esta tasa de pérdida se mantiene en el vardn a lo largo de toda la vida; en cambio en la
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mujer esta pérdida se acelera tras Ila

1000
menopausia, alcanzando tasas de pérdida de

masa 6sea entre el 2 —pérdida normal-y el

500
5,6% —“perdedoras rapidas de hueso” o rapid

Umbral de Fractura

bone losers— (Firooznia et al., 1986). Esta tasa

0
aumentada de pérdida dsea en la mujer 0 20 40 &0 80 190

Figura 1: Masa esquelética (gramos de
calcio) segun la edad en hombres (azul) y

aflos (Kato et al., 2005) y posteriormente  mujeres (violeta). Imagen extraida vy
modificada de Massardo (2002).

menopausica se mantiene de cinco a diez

continua nuevamente de forma paralela a la
del vardn, eso si, un escalén mas bajo (Figura 1). A los 50 afos, la mujer puede haber
perdido hasta un 37% de hueso esponjoso y un 6% de hueso cortical y el hombre un

42% y un 15%, respectivamente (Riggs et al., 2008).

La densidad mineral dsea (DMO) se ve influenciada por diversos factores.
Algunos estudios han concluido que el componente genético o familiar podria
determinar entre un 22 y un 58% de la variaciéon de la DMO (Krall y Dawson-Hughes,
1993). Otros autores han encontrado que los factores genéticos podrian ser
responsables de hasta el 84% de la variabilidad de este valor (Gueguen et al., 1995).
Sin embargo, este resultado es considerado excesivo por otros autores que sostienen
que ha sido sobrestimado en modelos monogenéticos y estudios realizados sobre
gemelos (Slemenda et al., 1991; Peacock et al., 2002) y que el factor hereditario es de
caracter multigénico (Hopwood et al., 2009; Gueguen et al., 1995; Peacock et al., 2002;
Ralston, 2007). El resto de la variabilidad de la DMO corresponderia a factores
ambientales. Se ha descrito una relacion negativa entre la DMO y distintos factores
como el tabaquismo, la baja ingesta de calcio, escasa actividad fisica y bajo peso
corporal (Valimaki et al., 1994); el sexo femenino, la edad avanzada, la deficiencia de
estrogenos, la raza blanca y un bajo indice de masa corporal (IMC), asi como la
malnutricién, y el alcoholismo, son también factores consistentemente asociados con
valores bajos de masa dsea. Por otra parte, el consumo —no abusivo— de alcohol, asi
como de bebidas que contienen cafeina, también ha sido relacionado, aunque de

forma mas laxa, con disminucién de DMO (NIH, 2000).
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Tal como se ha comentado, y como puede deducirse por el comportamiento
fisioldgico de la DMO, todo fendmeno que disminuya el pico de masa dsea, adelante su
adquisicion, adelante la menopausia o aumente la tasa de desmineralizacién, es

susceptible de producir osteopenia y aumenta el riesgo de osteoporosis.

Acorde con lo que se acaba de comentar,

-
o
T

algunos autores observan como variaciones en — = 110% Mean Peak BMD

\ — Mean Peak BMD
----- 90% Mean Peak BMD

—_
”

la ingesta de calcio durante las etapas precoces

—_
o

de la vida pueden suponer una diferencia de

hasta el 10% (1 SD) en el pico de masa dsea

(Lloyd et al., 1993). Esta pequeiia diferencia,

o
(o]
o
%
S
5 ]
S
o
@
2.
/,

Bone Mineral Density (g/cm2)
o
©

.
i
",
.,
.,
.

e
5y

sin embargo, puede potencialmente contribuir

25 3 45 55 65 75 85

2 0,
en mas del 50% a las tasas de fracturas de Age (yeers)

cadera en etapas mds tardias (Bonjour et al,  Figura 2: Simulacién de la influencia del
pico de masa 6sea sobre la edad en que la
DMO alcanza el umbral diagnéstico para
la osteoporosis (Rizzoli et al., 2010).

2009; Rizzoli et al., 2010), tal como puede

observarse en la Figura 2.

Otra medida de la consistencia del hueso es el volumen déseo trabecular (VOT),
qgue podemos determinar de forma directa por histomorfometria. Antes de los
cincuenta anos el valor aceptado como normal es aproximadamente del 22-23% (Ellis y
Peart, 1972), y se reduce progresivamente hasta un 15,8% desde los 50 a los 70 afos

(Wakamatsu y Sissons, 1969).

1.2 ESTRUCTURA Y REMODELADO OSEQ

El tejido dseo es un tejido conjuntivo mineralizado y se encuentra ademds muy
vascularizado e inervado. La unidad funcional e histolédgica del hueso es la osteona,
gue consiste en un conducto central, denominado conducto de Havers, en torno al
cual se disponen de 4 a 20 laminillas dseas. Por el interior de estos conductos pasan

venas, arterias y nervios que se encuentran ademas interconectados por conductos
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transversales, denominados conductos de

Osleon

a7 ,B—-u— Haversian (central)
8 2 | canal

Volkmann. Las laminillas que forman este Sone ) &
Spon

.| bone Periosteum

tejido se constituyen de tejido osteoide Nerve.

vessel

Nerva

. . . . d ! - Osteonic
mineralizado, en cuyo interior se compait TB i | canai
bone I 3 | i Blood

encuentran los osteocitos (llustracion 1).

Perforating

3 Nerve canal
El hueso compacto se compone de / ‘
( I 3
osteonas, mientras que el esponjoso esta /"0 J\

formado por laminillas dseas dispuestas llustracién 1: Estructura del hueso (PUCV,

formando un entramado, dejando entre 2l

ellas cavidades delimitadas que albergan la médula 6sea (Wheater et al., 1987).

El remodelado 6éseo cuenta entre sus funciones con la de reparar las
microlesiones producidas en el hueso bien por el uso normal, o de origen traumatico,
asi como en respuesta a factores mecanicos, no solo el efecto del ejercicio y la traccidon
muscular sobre los que se hablard mds adelante, sino también otros factores
mecdnicos menos conocidos, por ejemplo, que ante una escoliosis se produce
aumento de la densidad dsea en el lugar de la concavidad y pérdida de la misma en la
convexidad, mas marcado cuanto mas cerca del apex de la curvatura (Adam y Askin,
2009). De esta manera, el hueso también adapta su resistencia al grado de tensién al

gue se ve sometido.

Al reabsorberse el hueso se liberan en sangre Ca y P y sales alcalinas, lo que
confiere al hueso un papel predominante en la homeostasis calcio-fosférica y del

equilibrio acido-base.

La sintesis dsea es llevada a cabo por los osteoblastos, células mononucleadas
derivadas de los preosteoblastos. Este proceso, conlleva la produccién en primer lugar
de una matriz proteica formada por fibras colagenas, que suponen del 90 al 95% de la
misma. Las fibras de colageno se disponen siguiendo las lineas de fuerza, confiriendo al
hueso gran resistencia. De este alto porcentaje de fibras colagenas, el 95% es
colageno tipo |, encontrandose también coldgeno Ill, V y Xll. Algunos estudios

demuestran la existencia de una anomalia estructural del procoldgeno tipo | que
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podria justificar casos de osteoporosis grave
(Spotila et al.,, 1994). Estas fibras coldgenas se
encuentran embebidas en una estructura de
mucopolisacdridos, gelatinosa y homogénea,
compuesta fundamentalmente por proteoglicanos,

sobre todo acido hialurénico y condroitin sulfato;

licoprotein Icin nectin i
glicoproteinas (osteocalcina, osteonectina, llustracion 2: Imagen de hueso

sialoproteinas y osteopontina, entre otras) y  trabecular de rata obtenida en este
estudio en la que puede apreciarse
fosfoproteinas, asi como factores de crecimiento, tejido osteoide (flechas).
componiendo todo ello el 5 a 10% restante. Este tejido dseo no calcificado recibe el
nombre de osteoide (llustracidon 2) y constituye en condiciones normales el 1% del
total de area de hueso trabecular. Es obvio que para su sintesis son necesarios
aminodacidos para fabricar las estructuras proteicas complejas anteriormente citadas.
Finalmente es necesario que esta matriz ésea se mineralice, completdndose asi la

formacion de hueso. Una vez mineralizada, el 70% del peso del hueso compacto estara

constituido por sales. De estas sales, la principal es |la hidroxiapatita:
Calo(PO4)5(OH)2

Las fibras de colageno proporcionan al hueso gran resistencia a la tension,
mientras que las sales lo hacen a la compresidn. Esto, afiadido al grado de
entrecruzamiento existente entre ambos, proporciona una estructura ésea con gran

resistencia (Guyton y Hall, 2006a).

El proceso de reabsorcion dsea es llevado a cabo por el osteoclasto, célula de
origen mesenquimal, emparentada con el macréfago, que alberga una dotacién
enzimatica que le permite destruir por una parte el osteoide, y por otro disolver las

sales de fosfato cdlcico depositadas.

Mediante estos dos procesos, se renueva cada afio un 26% del hueso trabecular
y un 3% del cortical. Aunque el hueso cortical constituye un 75% del volumen total, la

actividad metabdlica es 10 veces mayor en el trabecular, ya que su superficie
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representa un 60% del total. Teniendo en cuenta esto, la renovacion es de un 5-10%

del hueso total al afo (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006b).

Este sencillo esquema comentado nos permite definir la osteopenia, entidad en
la que la cantidad de hueso mineralizado por unidad de volumen disminuye, y la
osteomalacia, entidad en la cual hay osteoide en exceso sin mineralizar. Lo
caracteristico de esta ultima entidad es precisamente que veamos una proporcién de
osteoide mayor que la habitual. El equivalente de la osteomalacia en el individuo en
desarrollo es el raquitismo, en el cual el proceso de defectuosa mineralizacién afecta
también y sobre todo al cartilago de crecimiento, lo que genera deformaciones dseas

importantes.

Es evidente que un descenso de la masa 6sea predispone a fracturas por
aumento de la fragilidad dsea. Las tipicas fracturas de un paciente osteopordtico
incluyen la fractura vertebral, la fractura de cadera y la fractura radio distal, hecho que
estd ampliamente documentado en la literatura. Como es obvio, estas fracturas tienen

distinta gravedad.

Si nos referimos a las fracturas de cadera (llustracién 3),
la osteoporosis aumenta el riesgo de sufrirla hasta 1,9 veces
por cada desviacion estandar, algo menos en mujeres
mayores de 79 afios (Schott et al., 1998), y un 28% de los
pacientes que sufren este tipo de fracturas muere en los seis

meses siguientes y hasta un 33% en el primer afio (Keene et

al., 1993). Esta mortalidad es mayor en hombres que en

mujeres y condiciona una reduccidn en la expectativa de vida "”St’acmnl 3: Fractura
pertrocanterica en una
de ambos de aproximadamente 6 afios (Trombetti et al., paciente osteopordtica.
2002). El exceso de mortalidad del paciente con fractura de cadera se observa
fundamentalmente como consecuencia de las complicaciones agudas del proceso que
incluyen tromboembolismo pulmonar y hemorragia, aparte de las complicaciones

propias del paciente afioso hospitalizado o encamado. De los supervivientes, del 15 al

25% va a requerir una institucionalizacion prolongada y menos del 30% recuperara el
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nivel de funcionalidad que presentaba previo a la fractura (Brunader y Shelton, 2002),

con una evidente reduccion de la calidad de vida (Lips y van Schoor, 2005).

Muy diferente es la biologia de la fractura
vertebral, que aunque a veces es clinicamente muy
llamativa por el dolor que genera, otras veces se
descubre  casualmente en una radiografia
convencional lateral de tdérax indicada por otros
motivos. Se afecta inicialmente la estructura

trabecular de las vértebras, provocando la

deformacion y hundimiento del cuerpo vertebral que llustracién 4: Acufiamiento

adquiere una morfologia caracteristica, bien en  (flechas)enFractura Vertebral.

didbolo (vértebra de pez), o bien en cufia anterior (llustraciéon 4) o posterior, o bien
produciéndose un aplastamiento global de la misma. Por eso en una radiografia lateral
de columna se puede definir una escala, denominada Semicuantitativa de Genant, que
permite el diagndstico radiolégico de estas fracturas y su calificacién en leves (grado 1),
moderadas (grado Il) o severas (grado lll), mediante medicion de las vértebras D4 a L5
y teniendo en cuenta la pérdida de altura global, anterior, media o posterior de la
vértebra, en comparacion con las adyacentes, o bien consigo misma en estudios
anteriores. Cada intervalo de hasta el 20% de reduccién de altura supondria un grado

en la escala (Hermoso de Mendoza, 2003).

La fractura distal del radio con
angulacion dorsal (fractura de Colles) ocurre
en un 15% de mujeres caucasianas de mas

de 50 afos. Aumenta su incidencia

rapidamente a partir de los primeros 5 anos

tras la menopausia y alcanza su pico llustracion 5: Fractura de Colles.

maximo entre los 60 y 70 anos. Estas fracturas son dolorosas y requieren
inmovilizacién. La fractura de Colles (llustracién 5) no tiene una gran repercusion
desde el punto de vista socio-sanitario, en comparacién con otras fracturas

osteoporéticas. No existe un incremento de la mortalidad asociado a este tipo de
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fractura; incluso en la mayor parte de los casos el paciente afecto no requiere

hospitalizacion (Maravic et al., 2005).

Dado que la osteopenia predispone a fractura se restringié en un tiempo el
concepto de osteoporosis a las situaciones en las cuales aparecia fractura por
fragilidad. El hecho de que no todos los individuos osteopénicos sufran fracturasy a la
inversa ha hecho que se reconsidere el concepto de osteoporosis tanto desde un

punto de vista conceptual como desde un punto de vista de salud publica.

Asi, conceptualmente, la osteoporosis se define como una “enfermedad del
esqueleto, caracterizada por debilidad ésea y que produce aumento del riesgo de
fractura. La resistencia del hueso refleja la integracion de dos caracteristicas
fundamentales: la densidad del hueso y la calidad del mismo. La primera es expresada
en gramos de mineral por area o volumen y en todo individuo es determinada por el
pico de masa dsea y por la pérdida de dicha masa. La calidad del hueso se refiere a su
arquitectura, recambio, acumulacion de dafio (por ejemplo microfracturas) y
mineralizacion” (NIH, 2000). Se introduce por tanto el concepto de calidad ésea, segun
algunos, el pardmetro mas importante predisponente a fractura. De hecho, algunos
indices derivados del estudio ultrasonografico del hueso se basan mas en conceptos
cualitativos del hueso que en su cantidad absoluta (Hughes et al., 1999; Strelitzki et al.,
1998). Sin embargo, desde un punto de vista de salud publica, el método que
actualmente se emplea para definir osteoporosis se basa principalmente en la DMO

determinada por absorcion de rayos X de doble energia (DEXA).

El diagndstico de osteoporosis y osteopenia se basa en dos indices, el T-Score y el
Z-Score. Para mujeres postmenopausicas y hombres mayores de 50 afios la OMS
recomienda el uso del T-Score. Para el calculo de este indice se utiliza la medicidn por
DEXA del cuello femoral —si bien otras localizaciones centrales pudieran ser igualmente
validas—, comparandola con la media de un grupo de adultos jévenes sanos. Este grupo
estaba constituido originalmente por mujeres caucdsicas de 20 a 29 afios en la
publicaciéon de la OMS (WHO, 2004). Mas recientemente se han incluido bases de

datos de grupos poblacionales de distinto sexo y etnia y edades en torno a los 30 afios,
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en la que recordemos que se alcanza el maximo pico de masa ésea. Un ejemplo de
esto puede verse en revisiones como la de Brunader y Shelton (2002). No obstante, es
evidente que el uso de datos obtenidos de poblaciones no estdndar puede dar

mediciones discordantes de T-score (ISCD, 2006).

Por tanto, en resumen, el T-Score es una puntuacion, medida en SD respecto de
una poblacidon de adultos jévenes sanos y se corresponde con el riesgo relativo de

fractura (WHO, 2004), como puede apreciarse en la Figura 3.

Se considera osteoporético a

un individuo cuando presenta un T-
score inferior a -2,5 SD; osteopénico,
cuando presenta -1 SD sin alcanzar

valores de osteoporosis; y normal,

cuando presenta menos de -1 SD o

incluso un T-Score positivo. Ademas,

Figura 3: La grafica muestra el incremento exponencial
del riesgo relativo de fractura (ordenadas) y el
descenso del T-score (abscisas) (ISCD, 2006).

existe el concepto de osteoporosis
establecida cuando presenta un T-

score inferior a -2,5 SD y una o varias fracturas por fragilidad (WHO, 2004).

En mujeres premenopdusicas y poblaciones en general mas jovenes que las
mencionadas anteriormente, asi como en mediciones de otras regiones anatémicas y
en el uso de métodos distintos a la DEXA, la OMS recomienda el uso del Z-score, similar
al T-score pero en comparacidon con una poblacidn que ademas se encuentra dentro

del mismo grupo de edad (WHO, 2004).

Otro método utilizado ampliamente en la actualidad para la medicion de la DMO
es la tomografia computerizada cuantitativa (QTC). Recientemente se ha comenzado a
utilizar la ultrasonografia cuantitativa como método de cribado, dada su inocuidad,
bajo coste y precision adecuada para T-scores en torno a -1,5 SD o superiores,
perdiendo precision mas alla de estos limites (Brunader y Shelton, 2002; Collinge et al.,

2010; Frost et al., 2000).
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Como se comentd brevemente antes, en el hueso coexisten dos fendmenos
aparentemente opuestos, uno de sintesis y otro de destruccion, de cuyo equilibrio
depende que el hueso mantenga sus propiedades fisicas, asi como su labor en la

homeostasis calcio-fosfdrica y del equilibrio acido-base.

La sintesis 6sea depende de los osteoblastos, células poliédricas grandes,
mononucleares, de citoplasma baséfilo y aparato de Golgi (AG) y reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) muy desarrollados. Estas células provienen de células
mesenquimales pluripotenciales procedentes de la médula ésea, endostio, periostio y
pericitos perivasculares, que debido a la accién de factores de crecimiento se
diferencian en preosteoblastos y finalmente osteoblastos. Ya en etapas tempranas de
esta diferenciacion el preosteoblasto expresa colageno tipo |, osteopontina (OPN) y
fosfatasa alcalina (ALP), siendo la sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN)
marcadores de diferenciacion a osteoblasto que se expresan al iniciarse la
mineralizacion, lo que las hace utiles como marcadores de osteogénesis y maduracion
de los preosteoblastos. Los osteoblastos emiten prolongaciones citoplasmaticas hacia
la matriz, comunicdndose mediante integrinas con la red de osteocitos y con

osteoblastos vecinos, (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006a).

Los osteoblastos sintetizan la matriz osteoide ademas de todas las proteinas de
la matriz, y dirigen la disposicidon de las fibrillas. La matriz de osteoide se forma a un
ritmo de 2-3 um por dia. La membrana plasmatica del osteoblasto es muy rica en ALP,
gue permite la mineralizacion a un ritmo de 1-2 um. Esta no es la Unica contribucién
que los osteoblastos hacen al remodelado éseo, ya que ademas de participar en la
sintesis de osteoide y su mineralizacion, secretan factores de crecimiento y también
intervienen en la reabsorcidn llevada a cabo por los osteoclastos mediante la sintesis

de citocinas especificas (Simonet et al., 1997).

A medida que los osteoblastos van fabricando la matriz osteoide y propiciando
su calcificacién, parte de los mismos quedan rodeados y enclaustrados por la matriz ya
calcificada, adquiriendo forma estrellada y convirtiéndose en osteocitos. Otros, sin

embargo, se destruyen por apoptosis o se transforman en células de revestimiento o
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lining cells. Tanto los osteocitos como las células de revestimiento representan

estadios mas avanzados de maduracion.

Las células de revestimiento son células elongadas y planas, con nucleo fusiforme
y escasas organelas y presentan receptor de hormona paratiroidea (PTH). Se localizan
a lo largo de la superficie del endostio, constituyendo con este una capa protectora y
jugando un papel importante en la activacién del remodelado éseo (Fernandez-

Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006a).

Los osteocitos son las células mas abundantes del hueso, se encuentran en el
interior de las lagunas dseas u osteoplasmas y poseen forma estrellada, emitiendo
procesos citoplasmaticos que se comunican entre si a través de conductos
denominados calcéforos, que estan llenos de fluido éseo extracelular. Tal como se ha
comentado, mediante estas prolongaciones los osteocitos se comunican entre si,
formando un sincitio de células interconectadas en una Unica estructura (Fernandez-
Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006a), dicha estructura se denomina sistema de
membranas osteociticas y se cree que representa una membrana que separa al propio

hueso del liquido extracelular (Guyton y Hall, 2006a).

Los osteocitos también participan en la sintesis y mineralizacion del tejido éseo
pero mas como elementos reguladores que como efectores finales. Se postula que su
funcion es la de controlar el remodelado 6seo, detectando las variaciones mecanicas

de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccion (Lanyon, 1993).

Las células encargadas de la reabsorcién ésea son los osteoclastos, células
grandes, multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas. Contienen fosfatasa acida
tartrato-resistente (TRAP) que permite la defosforilacion de proteinas. Presentan
ademds receptores para calcitonina. Estas células provienen de células madre
hematopoyéticas medulares formadoras de colonias de granulocitos y macrdéfagos

(CFU-GM) (Mundy, 1993).

Los osteoclastos presentan un borde en cepillo, que es donde tiene lugar la

reabsorcién primero de la matriz proteica y posteriormente de la mineral. También
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presentan una zona clara, rica en microfilamentos e integrinas que le sirven de anclaje
a la matriz, sellando los bordes del area de contacto con el ribete en cepillo. En el
interior de esta zona de sellado (tight junction) el osteoclasto secreta protones vy
enzimas proteoliticas, disolviendo el hueso para que sea reabsorbido (Fernandez-

Tresguerres-Herndndez-Gil et al., 2006a).

La diferenciaciéon de los osteoclastos esta estimulada por una amplia variedad de
hormonas y citocinas, entre ellas: factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), calcitriol, PTH, prostaglandinas, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y las
Interleucinas 1, 6 y 11 (IL-1, IL-6 e IL-11, respectivamente) (Fernandez-Tresguerres-
Hernandez-Gil et al., 2006a). Es conocido ademads que el osteoclasto se diferencia y se
activa en respuesta a estimulos procedentes del osteoblasto, por ejemplo, la
diferenciacién que se produce desde sus precursores, por efecto del M-CSF secretado
por osteoblastos, que ya ha sido comentada. Otro ejemplo de la accion del osteoblasto
como regulador del osteoclasto es el eje RANK-RANKL-OPG. RANKL (receptor activator
of NFkB ligand) es una citocina transmembrana que pertenece a la familia del TNF-a
(Lacey et al., 1998) y que se encuentra en la membrana de osteoblastos vy
preosteoblastos. La interaccion de este receptor con su ligando, RANK, que se
encuentra en la membrana de osteoclastos y preosteoclastos, produce Ia
diferenciacién y activacion de los osteoclastos, aumentando por tanto la reabsorcién.
Por otro lado, la osteoprotegerina (OPG) inhibe los efectos del RANKL. Esto sucede

porque la OPG se une a RANKL impidiendo que lo haga RANK. La OPG Es una proteina

circulante producida por bona fining cels
O EB O DED,
osteoblastos y preosteoblastos que Ty
osteoclasts
HH & (=
pertenece a la superfamilia de =T EEED 0 O

receptores de TNF (Simonet et al.,

formation by osteoblasts

| forman S DD ) (D @ =
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resorption by osteoclasts
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osteoclastos actuan de forma

coordinada en las llamadas llustracion 6: Ciclo de remodelado éseo (Philpott, 2006).
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unidades de remodelado o unidades basicas multicelulares (BMU). El ciclo de
remodelado (llustracion 6, en la pagina anterior) se inicia en las células de
revestimiento de la superficie dsea, que favorecen la activacidon de los precursores de
los osteoclastos. Los osteoclastos se fijan a la superficie a remodelar por la zona de
sellado y mediante la accién de proteasas y protones labran una pequeia 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. Durante la reabsorcién se liberan factores de crecimiento
contenidos en la matriz, tales como factor de crecimiento transformante beta (TGF-),
factor de crecimiento insulinico tipo | y tipo Il (IGF-1 e IGF-2) y factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF). Estas sustancias, atraen y activan a los preosteoblastos,
induciendo ademds su proliferacion. Durante la etapa de formacién, los
preosteoblastos producen una sustancia cementante sobre la que se adhiere el nuevo
tejido y ademas expresan proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), responsables de la
diferenciacién a osteoblastos. Estos sintetizan la matriz osteoide rellenando la cavidad,
depositandose en forma de laminillas concéntricas o paralelas, segun se trate de hueso
cortical o esponjoso, respectivamente. A continuacion se produce la fase de
mineralizacion, aproximadamente 30 dias después del depdsito de osteoide y que se
prolongara durante 90 dias en hueso trabecular y hasta 130 en el cortical. Este proceso
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. Finalmente,
durante un periodo de unas dos semanas, algunos osteoblastos se transforman en
células fusiformes (lining cells) y tapizan la cavidad; es la llamada fase inversa. Tras
esta, se inicia de nuevo la fase quiescente (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al.,

2006a).
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1.3 METABOLISMO OSEO

1.3.1 Hormona Paratiroidea

El que se active la reabsorcién o la sintesis 6sea en un momento determinado
depende de un fino control hormonal. El aumento de calcemia inhibe esta hormona.
Por otra parte, si los niveles de calcemia disminuyen, se produce una estimulacién de
la hormona paratiroidea (PTH), que activa al osteoclasto en primer lugar, y aumenta su
proliferacién, condicionando la disolucion de las sales de fosfato calcico y
promoviendo de este modo la elevacién del calcio sérico, reequilibrandose asi el
sistema. Se postula que ademas de este efecto, la PTH activaria al osteocito,
provocando que el sistema de membranas osteociticas bombee calcio desde el liquido
oseo hasta el liquido extracelular. Esto produciria desmineralizacién del hueso de inicio
mas precoz que la producida por efecto de la activacion osteoclastica (Guyton y Hall,

2006a).

Algunos autores han hallado un efecto paraddjico de esta hormona cuando es
administrada en pulsos, produciendo formacidn de hueso, en lugar de su reabsorcidn

(Pettway et al., 2008; Frolik et al., 2003).

La PTH en el rifidn aumenta la reabsorcién de calcio en el tubulo distal y

disminuye la de fosforo en el tubulo proximal (llustracion 7). Este aumento de la

pérdida de fosfatos hace que el
. . %\ﬂ
balance final de la fosfatemia sea M BoNE O
PARATHYROID s pmosgbons
negativo. e S S \ /
PTH Calcitriol Increas‘eld
wumm = “ (1,25 (OH),0) serum calcium
Entre los efectos de esta 1 - l
hormona encontramos que produce [ {2?
e r (A e ) e
{ . (1 (OH),0)
un aumento de la produccién renal de LIVER - ,,’f,'EC‘EL.M INTESTINE
Calcitriol mediante la hidroxilacion
renal de la 25-hidroxi-vitamina D llustracion 7: Accion de la PTH y de la vitamina D

sobre el metabolismo calcio-fosférico (OSU, 2010).
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(Calcidiol). El Calcitriol es la forma mas activa de la vitamina D. De esta manera, induce
indirectamente un aumento de la absorcion intestinal de calcio y fosforo (Guyton y

Hall, 2006a).

1.3.2 Vitamina D

La vitamina D3 o colecalciferol procedente de la dieta y de la sintesis enddgena
en la piel alcanza el higado, donde mediante la accién de la 25-hidroxilasa, se
convierte en 25-hidroxicolecalciferol o calcidiol (llustracidon 7, pag. 20), este a su vez
inhibe su propia sintesis. Posteriormente el calcidiol es captado por el rifién, donde
experimenta una nueva hidroxilacion transformandose en 1,25-dihidroxicolecalciferol
o calcitriol. Si bien es el calcitriol la forma activa de la vitamina D, se admite
actualmente que las reservas de vitamina D del organismo se estiman de forma
adecuada midiendo el calcidiol. Recientemente se ha visto que el alcohol, debido a su
capacidad para generar mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (ROS), inhibe

la produccion renal de calcitriol (Shankar et al., 2008).

La regulacion de la secrecion de calcitriol depende de las concentraciones séricas
de calcio y fésforo. Cuando disminuye la calcemia, aumenta la secrecién de PTH, que a
su vez estimula la produccion renal de calcitriol; esta a su vez inhibe la formacién de
PTH, con lo que se cierra el mecanismo de autorregulaciéon. También el propio calcio
ejerce un efecto negativo en la produccién renal de calcitriol, aunque este es muy
discreto. (Guyton y Hall, 2006a). El descenso de la fosfatemia aumenta igualmente la
produccién de calcitriol, pero esta vez no mediada por la accion de la PTH sino de

forma directa.

Sobre el rifidn, el calcitriol produce un aumento de la reabsorcién tubular de
calcio y fosforo. En el intestino promueve el transporte de calcio y de fésforo a través
de la mucosa, facilitando su absorcidn. Sobre el hueso, el calcitriol tiene un efecto

dual, y en cierta manera, contrapuesto, ya que por una parte estimula la reabsorcion y
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por la otra, posibilita la mineralizacién. Podriamos decir por tanto que es
principalmente un agente “remodelador”. Este efecto prorreabsortivo lo ejerce a
través de la diferenciacion de los preosteoclastos, e indirectamente, a través de los
osteoblastos, que activan los osteoclastos maduros. La vitamina D no afecta la
expresion de osteoprotegerina (OPG) en el osteoblasto, sin embargo aumenta la de
RANKL, aumentando el cociente OPG/RANKL (Tang et al., 2008). En contraste con este
efecto, el déficit de vitamina D provoca que la matriz osteoide no se mineralice de
forma adecuada, generando osteomalacia. Parece ser que el efecto de la vitamina D
sobre la mineralizacién dsea se ejerce de forma directa sobre el osteoblasto mediante
mecanismos gendmicos (van Driel et al., 2006). Otros autores sugieren una accién

combinada de mecanismos gendmicos y no gendmicos (Mesbah et al., 2002).

1.3.3 Hormona de crecimiento-Somatomedina C

Existe una accién anabdlica mediada en parte por un aumento en la sintesis del
Factor de Crecimiento Insulinico, también conocido por sus siglas en inglés, IGF-1 (o
como Somatomedina C). La IGF-1 es la principal hormona involucrada en el
crecimiento d&seo, tanto que su déficit genera los denominados enanismos
“hipofisarios”. Este polipéptido dependiente de la hormona de crecimiento (GH), que
es el principal factor inductor de su sintesis en el higado, produce un aumento en el
reclutamiento y la diferenciacidon de osteoblastos con aumento de la formacién de
hueso trabecular y disminucién de la pérdida de hueso (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).

La accién de la IGF-1 se expresa tanto sobre el cartilago de crecimiento
(Tirapegui et al., 1993), como sobre el remodelado, asocidndose a un aumento de
masa Osea, tal como se ha comentado. Este efecto, lo ejerce probablemente mediante

accion directa sobre los osteoblastos. También favorece el aumento de calcitriol,
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aparentemente mediante un aumento de la actividad de la a-1-hidroxilasa (Bianda et

al., 1998).

1.3.4 Calcitonina

Se trata de un polipéptido secretado por las células parafoliculares o células C
del tiroides en respuesta a la elevacidn de la concentracion sérica del calcio. Tiene un
efecto opuesto al de la PTH en la regulacion del calcio sérico, aunque
cuantitativamente menos importante. Esta regulacién sucede al menos por dos
mecanismos: en primer lugar, produce un blogueo de la actividad de los osteoclastos y
posiblemente también del efecto osteolitico de la membrana osteocitica, favoreciendo
el depdsito de sales de calcio; en segundo lugar, inhibe la reabsorcion ésea mediante
una disminucidn de la proliferacion de los preosteoclastos. Este efecto es transitorio,
ya que la inhibicion y disminucién del nimero de osteoclastos termina por producir
también disminucién del nimero de osteoblastos y de su actividad, disminuyendo la
capacidad para fijar el calcio. Esto sucede tras unas horas o como mucho, algunos dias

(Guyton y Hall, 2006a).

La calcitonina aumenta la excrecién urinaria de calcio y fésforo, si bien este
efecto es cuantitativamente poco importante y transitorio (Pocock y Richards, 2005).
Esta hormona también ejerce un efecto opuesto a la PTH y de escasa relevancia en la

absorcion intestinal de calcio.

Existen estudios que sefialan un efecto positivo de la ingestiéon de alcohol sobre
la secrecion de calcitonina (Keiver y Weinberg, 2003; Wells, Jr. et al., 1975), aunque
otros autores no encuentran relacién entre los mismos (Sripanyakorn et al., 2009;
Sampson et al., 1998). Sin embargo, existe un efecto directo hipocalcemiante del
alcohol (Krishnamra y Limlomwongse, 1983), que podria justificar un incremento inicial

en los niveles de esta hormona.
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1.3.5 Hormonas sexuales

Tanto los andrégenos como los estréogenos desempefian un papel fundamental
en la maduracién del esqueleto y en la prevencién de la pérdida de hueso (Chen et al.,
2010b). Los estrégenos actuan de manera directa sobre las células éseas mediante
antagonizacion de RANK, disminuyendo el nimero y actividad de los osteoclastos
(Yamaguchi y Weitzmann, 2009) y también, mediante receptores estrogénicos en los
osteoblastos (Maru et al., 2009), en los cuales incrementan la liberacién de IGF-1,
TGF-B (Joo et al., 2004) y PGE, (Bakker et al., 2005; Tsai et al., 2004). El primero tiene
un conocido efecto positivo sobre la formacién désea (Marie, 1997), sin embargo, los
otros dos presentan resultados controvertidos, ya que hay estudios que sefialan que
presentan también efectos prorreabsortivo (Suh et al., 2003; Horowitz y Lorenzo,
1996). El papel protector de los estréogenos podria ser también consecuencia de su
capacidad para disminuir la liberacidon por parte de las células mononucleares de
citocinas como la IL-1, IL-6 y TNF-a (Horowitz, 1993), inductores de la diferenciacién
osteoclastica, lo que inhibiria la reabsorcion del hueso. La IL-1 y la IL-6 poseen
capacidad de activar la maduracién de osteoclastos, ademas, la IL-1 favorece la
produccién de IL-6 por los osteoblastos (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al.,
2006b; Manolagas vy Jilka, 1995), y el TNF-a, que ademas de inducir la diferenciacion de
los osteoclastos por accion directa sobre sus precursores (Ragab et al., 2002), también
produce un aumento en la reabsorcidn al estimular la produccién de IL-1 e IL-6
(Feldmann y Maini, 2001). El aumento de la reabsorcidon ésea producido por un déficit

de estrégenos conduce a un aumento de la calcemia que da lugar a una serie de

adaptaciones sistémicas como la disminucién de la

Estimuladores | IL-1 IL-11
PTH, de la sintesis renal de vitamina D y de Ia dela TNF-a  IL-15
reabsorcidon IL-6 IL-17

absorcidon intestinal de calcio ue contribuye
» 4 Y Inhibidores IL-4

s 7 7 . 7 IL_18
aumentar todavia mas la pérdida de masa 6sea. dela =10 ey
reabsorcion IL-13
Ambos TGF-B
Por otro lado la administracién de andrdgenos efectos PG

de Tabla 1: Citocinas y factores de
crecimiento y su papel en la

calcitonina y de la sintesis de calcitriol; la respuesta  reabsorcion (Lorenzo, 2000).

produce un incremento de la secrecidn
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de la calcitonina a la hipercalcemia esta claramente descendida en pacientes con

hipogonadismo (Isaia et al., 1992).

1.3.6 Otras hormonas

Otras hormonas que no van a ser analizadas en el presente estudio juegan
también un papel sobre el remodelado &seo. Destacan en este sentido los
glucocorticoides, que actian como moduladores de este proceso. Sin embargo a dosis
suprafisiolégicas inducen pérdida 6sea. Inhiben directamente a los osteoblastos,
células con receptores especificos para ellos. Este efecto es mediado en gran parte por

el sistema RANKL-RANK-OPG (Swanson et al., 2006).

La insulina estimula la sintesis de la matriz ésea directa e indirectamente a través
de la sintesis hepatica de IGF-1 (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006b),
esta Ultima ejerce una accién no solo sobre la sintesis dsea sino también sobre RANKL,
activando los osteoclastos (Rubin et al., 2002). Las hormonas tiroideas ejercen un
papel fundamental sobre la formacion de la matriz osteoide, mediante la accion de
osteoblastos, ya que favorecen la sintesis hepdtica de IGF-1. Por otra parte, sobre el
hueso estimulan la actividad osteoclastica y aceleran la velocidad del recambio dseo

(Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006b).

1.3.7 RANK-RANKL-OPG

Parece ser que el mediador final comun de la funcion osteoclastica pasa por la
activacion del RANK, expresado en células precursoras de los osteoclastos. El activador
fisioldgico del RANK es el RANKL, expresado por el osteoblasto y células del estroma de
la médula 6sea (Nakagawa et al., 1998). La sintesis de RANKL por parte del osteoblasto
estd modulada por una serie de factores hormonales como los corticoides y el

calcitriol, 17-B-Estradiol (Yamaguchi y Weitzmann, 2009) e interleucinas como TGF-$



Alcohol y malnutricion sobre el metabolismo dseo. | 26
Efecto de la suplementacion dietética con selenio.

(Hase et al., 2008), IL-6, IL-1B, TNF-a y prostaglandinas (Vega et al., 2007). Pero al
mismo tiempo que RANKL, los osteoblastos producen OPG, que es un receptor trampa
para RANKL, ya que uniéndose a él, impide la union del mismo al RANK, con lo que el
osteoclasto no se activa y por lo tanto el hueso queda “protegido”. Parece incluso que

el equilibrio RANK-RANKL-OPG es el auténtico modulador del remodelado éseo. De

hecho, hormonas que activan el

Bone marrow
precursors

RANKL, como por ejemplo el calcitriol
inhiben al mismo tiempo a la OPG
(Vega et al.,, 2007). En la Figura 4
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Figura 4: Eje RANK-RANKL-OPG y factores que

complejo sistema. intervienen en su regulacién (Vega et al., 2007).

1.3.8 Factores mecanicos

Los osteocitos juegan un papel fundamental en los procesos de remodelado
secundarios a variaciones en la carga mecanica. El osteocito, como antes comentamos,
gueda embebido en la matriz dsea sintetizada por el osteoblasto, configurdndose
como una célula con grandes prolongaciones alojadas en los conductos calcéforos.
Estas prolongaciones forman una especie de red de receptores sensibles a las
variaciones de carga, que al ser estimulados enviarian sefiales a osteoblastos y
osteoclastos (Adachi et al., 2009), convirtiendo el estimulo mecanico en una cascada
de sefiales que en ultima instancia promueven la osteogénesis o la reabsorcion del
hueso. Es preciso tener en cuenta que estos mecanismos constituyen la base de la
cirugia de elongacién de huesos largos (osteotaxis), utilizada en pacientes
acondropldsicos, y también explican que el IMC sea un factor determinante de primer
orden de la masa 6sea. La delgadez y la pérdida de peso tienen un efecto negativo
sobre la misma. De hecho, el peso en la mujer es probablemente el mayor

determinante de la masa dsea, por delante incluso la situacion hormonal en la que se

encuentre (pre, peri o postmenopausia) (Rico et al., 2002). El peso y el indice de masa
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corporal pueden explicar una proporcién sustancial de la variabilidad en la densidad
mineral dsea 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).

Otros factores de tipo mecdnico como la inmovilizacién, la debilidad muscular o
la ingravidez ejercen un efecto negativo sobre la masa désea. Valimaki (1994) y su grupo
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 vy la
edad poseian un efecto independiente sobre la densidad mineral ésea y explicaban
una variabilidad en la DMO del 38% en mujeres y del 46% en hombres. Bendavid et al.
(1996) encuentran un efecto positivo del ejercicio fisico —y la ingesta adecuada de
calcio— al disminuir la pérdida dsea relacionada con la edad en individuos entre 50 y 64
afos. 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).

2. OSTEOPATIA DEL ALCOHOLICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA Y CONCEPTOS GENERALES

El consumo de alcohol constituye un problema para la salud publica, existiendo
una relacién entre el consumo de esta sustancia y el dafio para la salud, con
importantes consecuencias. Estas consecuencias alcanzan mas alla de la esfera
sanitaria, ya que no solo se produce un aumento de la morbilidad y la mortalidad

debido a numerosas enfermedades, sino también a accidentes de trafico, laborales y
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episodios de violencia. Los datos oficiales arrojan una cifra de 12.032 muertes

atribuibles al alcohol en Espafia en 1997 (Sanchez-Pardo et al., 2003).

En las Islas Canarias, el promedio de muertes por causas relacionadas con el
alcohol entre 1980 y 1998 fue del 6,4%, oscilando entre el 7,3% en 1980 y el 5,5% en
1998. La relaciéon entre hombres y mujeres fue de aproximadamente 2:1 todos los
afos, coincidiendo con los resultados de estudios americanos, europeos o nacionales.
Con similar metodologia se observd en Espaiia en el periodo 1981-1998 un promedio

de 6,3% fallecimientos por afio y en EE.UU. de un 5% en 1988 (Bello et al., 2003).

El consumo de alcohol en Espafia siempre ha tenido una presencia importante.
No obstante, esta se ha visto incrementada en las Ultimas décadas como consecuencia
de la incorporacién de nuevos grupos de consumidores: adolescentes, jovenes vy
mujeres. Este incremento en la ingesta de alcohol de la poblacién espafiola se debe en
gran medida a la alta tolerancia social existente en Espafia hacia estas sustancias

(Sdnchez-Pardo et al., 2003).

Segln los datos obtenidos por la Encuesta Domiciliaria sobre Drogas 1999,
realizada por la Delegacién de Gobierno para el Plan Nacional sobre Drogas, el 87,1%
de los ciudadanos espafioles entre 15 y 65 afios de edad ha consumido alcohol a lo
largo de su vida, el 46,7% lo hicieron durante la Ultima semana y el 13,7% consume
diariamente. En Espafia, un 6% de la poblacion mayor de 15 afios abusa del alcohol
(high drinkers, excesivos y de gran riesgo). Segun la Sociedad Espafiola de Medicina de
Familia y Comunitaria un 12-19% de la poblacidon mayor de 14 anos consume
cantidades de alcohol elevadas. Segun datos oficiales, entre el 15-20% de las consultas
de Atencién Primaria se relacionan con el alcohol. Un 4% de los ingresos en hospitales
espafioles y un 20% de las consultas en los mismos se atribuyen también al consumo

de alcohol (Sanchez-Pardo et al., 2003).

A pesar existir cada vez menos diferencia de consumo de alcohol entre hombres
y mujeres, en especial en edades tempranas, el consumo diario de alcohol sigue siendo

predominantemente en varones, entre los cuales el 21% consume diariamente, frente
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a las mujeres, que lo hacen en solo el 6,2% de los casos. El consumo diario de alcohol
alcanza su maxima prevalencia en ambos sexos entre los 40 y 60 afios, edad en la que
recordemos, la masa 6sea ha comenzado su descenso hasta la senectud. No obstante,
el consumo diario de alcohol entre los jévenes no es despreciable, y progresivamente

va rompiendo la barrera del fin de semana (Sanchez-Pardo et al., 2003).

La edad de inicio para el consumo experimental de alcohol se sitia en 13,4 afios
en chicos y 13,6 afos en las chicas, estableciéndose el consumo semanal de alcohol a
una edad promedio de 14,8 afos sin que existan diferencias entre ambos sexos.
Ademas es de destacar la gran prevalencia de este consumo entre los adolescentes
espafioles, ya que el 76% de los estudiantes de secundaria entre 14 y 18 afios ha
consumido alcohol alguna vez a lo largo de su vida y el 58% lo hizo en los 30 dias
previos a la entrevista. Un 39,7% de los jovenes ha llegado a niveles de intoxicacidn
etilica, mas frecuente conforme aumenta el grupo de edad, llegando al 65,5% de los
individuos de 18 afos y hasta el 20,6% reconocen haberse emborrachado en el ultimo

mes, un promedio de 1,3 veces (1,5 los chicos y 1,2 veces las chicas).

Como podemos ver, el consumo de esta sustancia no es en absoluto despreciable
en nuestro pais —ni tampoco a nivel global-. Ademas, tal como se ha comentado, el
alcohol es un factor de disminucién de la masa dsea. Si a esto afiadimos la elevada
frecuencia de consumo en una poblaciéon cuyo esqueleto se encuentra adn en
desarrollo y que no ha alcanzado el pico de masa dsea (Turner et al., 2001), nos

encontramos con un problema sanitario de primer orden.

El consumo excesivo de alcohol constituye una causa importante de osteoporosis
y de fracturas dseas en el adulto (Feitelberg et al., 1987). El alcohdlico crénico padece
osteoporosis y existen suficientes datos que permiten afirmar que se debe a un efecto
téxico directo del alcohol, potenciado por el déficit de micro o macronutrientes que
acompafia a estos pacientes (Santolaria et al., 2000a). Algunos estudios apoyan que la
ingesta moderada de alcohol tiene un efecto beneficioso sobre el hueso, en especial
en mujeres ancianas (Feskanich et al, 1999; Baron et al., 2001). Este efecto

beneficioso podria deberse a una inhibicién de la iniciaciéon del remodelado dseo, que
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esta acelerado en la menopausia (Turner et al., 2001), o a los efectos de polifenoles
antioxidantes presentes en ciertas bebidas como el vino (Scalbert et al., 2005b), hecho
qgue incide en el papel de los ROS sobre la actividad osteobldstica, aunque no todo el
efecto beneficioso de los polifenoles se deba a su efecto antioxidante (Scalbert et al.,
2005a). No obstante no debe pasarse por alto que estos estudios son observacionales
y por tanto puede haber gran cantidad de factores de confusién. Asi, al revés de lo que
ocurre en nuestro medio (o al menos ocurria hasta hace poco) el consumo moderado
de alcohol por parte de la poblacién femenina de edad madura se relaciona mas bien
con un nivel socioecondmico medio-alto, asocidandose con frecuencia a mayor atencién
hacia la propia salud, mas ejercicio y el consumo de una dieta mas equilibrada. Tal vez
estos hechos justifiquen las asociaciones comentadas antes, ya que existen datos
clinicos y experimentales que vinculan de forma indudable al alcohol con la lesién

Osea.

El alcohdlico crénico padece multiples fracturas y sin duda en ellas influyen
también otros factores, como malnutricién caldrico-proteica, propensién a los
traumatismos, vida pendenciera, consumo de tabaco, etc. El tabaco parece que ejerce
su efecto toxico directamente sobre las células éseas, pero ademas provoca un
aumento del metabolismo hepatico de los estrégenos y se asocia a una menopausia
precoz. El tabaquismo, y concretamente los afios de consumo mas que la cantidad
consumida, aumenta el nimero de fracturas de cadera en mujeres postmenopdusicas
(Baron et al., 2001). Igualmente el consumo de tabaco en hombres de mediana edad
se asocia a disminucién de la masa dsea (Bendavid et al., 1996) y en la adolescencia y
en los primeros afos de la vida adulta 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 en 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 meta-

analisis reciente demuestra que el tabaquismo provoca un aumento del riesgo de
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fracturas que es sustancialmente mayor que el explicado por la disminucién de la DMO

(Kanis et al., 2005b).

No solo el tabaco juega un papel importante en la osteopatia del alcohdlico
crénico. La pérdida de masa ésea durante la vida de estos pacientes guarda relaciéon
también con la escasa ingesta de calcio y el descenso de vitamina D (Huuskonen et al.,

2000) y el tipo de vida del alcohélico (Santolaria et al., 2000a).

Como veremos a continuacién, son tantos los factores involucrados, que
actualmente debe considerarse la osteopatia alcohdélica como una entidad en si

misma, multifactorial y de gran trascendencia social y sanitaria.

El primer hecho a tener en cuenta es que en el alcohdlico coexisten varios
factores, dependientes en Ultima instancia del consumo de etanol pero
aparentemente no relacionados. Asi a medida que el alcohdlico se hace dependiente
del etanol, tiende a marginarse socialmente, rompe vinculos familiares y deja de
alimentarse de forma adecuada. En un estudio llevado a cabo en el HUC se comprueba
claramente como a mayor intensidad de alcoholismo, mayor grado de marginalidad, y
como el consumo de grandes cantidades de alcohol hace que el paciente literalmente
“olvide” comer, o lo haga en bares o tabernas, habitualmente en forma de tapas o
bocadillos y en muchas ocasiones una Unica vez al dia. Por lo tanto, la malnutricion
caldrico-proteica va a contribuir en gran medida a la enfermedad ésea de estos
pacientes (Santolaria et al., 2000b). Estas observaciones permitieron que ya
Oppenheim (1977), acuiara el término Battered Alcoholic Syndrome, que podriamos
traducir como “sindrome del alcohdlico vapuleado”, término que empledé para
designar a aquellos alcohdlicos con tres o mas fracturas en distinto estadio evolutivo y
que traducian por un lado la “mala calidad” del hueso del alcohdlico y su propension a
pendencias y traumatismos. Ademds hay que anadir el posible efecto de
enfermedades asociadas al consumo crénico de alcohol, como pancreatitis crénica y
cirrosis hepatica, que van a contribuir, produciendo alteracion hormonal vy
malabsorcidn secundaria, a la desnutricién de estos pacientes. A todo esto se suma la

alteracion de micronutrientes, alguno de los cuales se estudian en el presente trabajo
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y cuyo efecto sobre metabolismo dseo es mucho peor conocido. Analizaremos por

separado los efectos de cada uno de los factores resefiados.

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 duracién del consumo abusivo de alcohol
se asocia de manera directa con la gravedad de la osteopenia (Pumarino et al., 1996) e
independientemente de si este consumo se inicia o no antes de finalizar el desarrollo
esquelético (Hogan et al., 2001). Tradicionalmente la presencia de fracturas multiples
se ha asociado a alcoholismo. Tras las observaciones pioneras de Saville y Lieber
(Saville, 1965), quienes ya encuentran que el hueso del alcohdlico tiene caracteristicas
similares al hueso del anciano, y el ya citado trabajo de Oppenheim, quien observé que
el 62% de los pacientes que eran atendidos en un hospital con tres o mas fracturas en
distinto estadio evolutivo eran alcohdlicos, se despierta un interés creciente por el
estudio en profundidad de la osteopatia de estos pacientes. Lindsell et al. (1982)
compararon la frecuencia de fracturas costales en pacientes con enfermedad hepatica
alcohdlica y no alcohdlica frente a controles. Los alcohdlicos presentaron fracturas
costales en un 28% de los casos, fracturas que ademas eran bilaterales y multiples y se
diferenciaban de manera significativa del resto de los grupos. La presencia de fracturas
costales en pacientes con enfermedad hepdtica era un marcador de alcoholismo con
un 95% de especificidad y un 28% de sensibilidad. Un resultado parecido ha sido
referido por nuestro grupo recientemente (Gonzalez-Reimers et al., 2005b). En efecto,
estudios amplios han identificado al consumo de alcohol como factor de riesgo
significativo de fracturas en hombres (Kanis et al., 1999). Un estudio llevado a cabo
sobre una poblacion de mdas 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,
osteoporéticas o no, y de fracturas de cadera, y que este riesgo es ligeramente mayor

en los hombres, aunque no significativo (Kanis et al., 2005a).
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2.2 FISIOPATOLOGIA DE LA OSTEOPATIA DEL ALCOHOLICO

En la década de los 80 se publican varios estudios en los que se analiza
histolégicamente la lesidon dsea en alcohdlicos. Se llega asi a la conclusidon de que la
lesion predominante en el alcohdlico es osteoporosis y no osteomalacia (Diamond et
al., 1989b; Jorge-Hernandez et al., 1988; Peris et al., 1992; Gonzalez-Calvin et al., 1993;
Schnitzler et al., 2010), aunque esta forma de osteopatia metabdlica es encontrada

también por algunos en una pequeiia proporcién de sus series (Lalor et al., 1986).

2.2.1 Desequilibrio del recambio éseo

La osteoporosis refleja un desequilibrio entre sintesis y reabsorciéon de hueso.
Existe evidencia de que el alcohol induce osteoporosis mediante alteraciones tanto de
la produccion como de la reabsorcion ésea, todo lo cual provoca una disminucién del
volumen 6éseo, del grosor y numero de las trabéculas del hueso esponjoso y de la
densidad ésea (Bikle et al., 1985; Sampson et al., 1998; Diamond et al., 1989a;
Diamond et al., 1989b; Dyer et al., 1998).

El deterioro de la formacién 6sea mediado por el alcohol es dosis dependiente
(Turner et al., 2001). El efecto téxico del alcohol sobre el tejido éseo se debe entre
otras causas a cambios en la fluidez de las membranas celulares de las células éseas
(Farley et al., 1985), pero sobre todo a un efecto inhibitorio sobre el remodelado no
mediado por hormonas calciotropas (Bikle et al., 1993) y sobre la proliferaciéon de
osteoblastos (Klein y Carlos, 1995), y a una defectuosa mineralizacion (Turner et al.,
1987). El deterioro de la proliferacion osteoblastica del que hablamos podria obedecer
a una alteracién en el metabolismo de las poliaminas inducido por el alcohol (Klein y
Carlos, 1995). Wang et al. (2003) sostienen que el consumo abusivo y prolongado de
alcohol per se produce adipogénesis y disminuye la osteogénesis en el estroma de la
medula 6sea. Otros estudios han demostrado reduccion en la sintesis de ADN y

proteinas en los osteoblastos expuestos a etanol (Friday y Howard, 1991). Es posible
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que el estrés oxidativo pueda jugar también un papel (Chen et al., 2010a). Como
comentaremos al hablar del hierro, asi como de otros oligoelementos, el efecto pro-
oxidante no tiene porqué ser necesariamente un efecto directo del etanol per se, sino
gue puede ser ejercido por los cambios inducidos por el alcohol sobre el contenido de
distintos oligoelementos, asociados con la lesidon oxidante. Un exceso de ROS puede
alterar estructuras lipidicas (peroxidacion lipidica), proteinas de cualquier clase,
incluyendo enzimas, o ADN (Cederbaum et al., 2009; Wu y Cederbaum, 2009; Sergent
et al., 2001). Por lo tanto es posible que la lesién oxidante altere el ADN (Mansouri et
al., 1999) y reduzca los procesos de sintesis. En este sentido, Kim et al. (2006)
encuentran en ratas que el alcohol aumenta la lesién del ADN por mecanismo

oxidativo en varios 6rganos, producida por un oxidante como el isofluorano.

El descenso de la sintesis dsea se refleja en los niveles séricos de marcadores
bioquimicos, derivados de la actividad osteobldastica. Diamond et al. (1989b) mostraron
como la ingesta crénica de alcohol provocaba una disminucion en la sintesis de
osteoide, que se reflejaba en unos niveles bajos de la proteina GLA (posteriormente
identificada como osteocalcina). Muchos autores, mas tarde, han encontrado
disminucion de los niveles de osteocalcina en alcohdlicos —no cirréticos— en activo
(Lindholm et al., 1991; Laitinen et al., 1993; Gonzalez-Calvin et al., 1993; Diez et al.,
1994). Las alteraciones de la osteocalcina son al parecer muy sensibles al efecto del
etanol, incluso si se administra de forma aguda. Asi, Garcia Sanchez et al. (1995)
encuentran niveles séricos de osteocalcina disminuidos en individuos sanos sometidos
a una unica dosis de alcohol. De la misma manera, la abstencién de alcohol por un
corto periodo ya tiende a normalizar los niveles de osteocalcina. Peris et al. (1992)
demuestran que los niveles de osteocalcina aumentan de forma paralela a los dias de
abstinencia, resultado concordante con lo de Gonzdlez-Calvin et al. (1993), quienes
demuestran una recuperacién de los niveles de osteocalcina tras siete dias de
abstinencia. En un estudio reciente, en el que citdbamos a los pacientes seis meses
después de una primera evaluacion, observamos cémo aquellos que habian dejado de
beber presentaban recuperacion marcada de los niveles de osteocalcina en

comparacion con aquellos que seguian bebiendo (Alvisa-Negrin et al., 2009). Este
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resultado es paralelo al descrito por Peris el al. (1994) en alcohdlicos tras dos afos de

abstinencia. Por tanto, parece claro que el alcohol inhibe la sintesis dsea.

El efecto del alcohol sobre la destruccion dsea es mds controvertido. Por una
parte, hay autores cuyos hallazgos sostienen que existe en estos pacientes un aumento
de la reabsorcion ésea (Schnitzler y Solomon, 1984; Dai et al., 2000; Turner et al.,
1987). Los ya citados Schnitzler y Solomon encontraron niveles elevados de
telopéptido en sus pacientes, y Dai et al. que el alcohol, por medio de la IL-6, induce la
activacion del RANKL, provocando un incremento de la actividad osteocldstica. Por
otro lado, hay indicios de que el alcohol induce una osteoporosis de bajo recambio,
asociandose la defectuosa sintesis a una disminucion —a dosis bajas— de la reabsorcién
de hueso (Turner et al., 2001). Algunos autores encuentran también bajo recambio
0seo, especialmente si actia de forma concomitante la malnutricién calérico-proteica

(Molina-Pérez et al., 2000; Bourrin et al., 2000b).

Tal vez la disparidad de criterios con respecto a la reabsorcion 6ésea,
incrementada o no, en pacientes alcohdlicos, obedezca al parametro utilizado para
determinarla. Por ejemplo se sabe que los niveles de telopéptido reflejan también el
metabolismo de la coldgena hepatica, al igual que la excrecidon urinaria de
hidroxiprolina (Guanabens et al., 1998). Aunque otros autores, como VanderJagt et al.
(2007) no encuentran correlacidon entre enfermedad hepatica y metabolismo éseo en
pacientes cirréticos —alcohdlicos o no—, y encuentran aumento de telopéptido en
hombres pero no en mujeres. En cualquier caso, la deoxipiridinolina es un marcador
mas fiable de la reabsorcion ésea (Lenora et al., 2007), aunque los resultados
contindan siendo dispares, como demuestran los hallazgos de George et al. (2009) y
Crawford et al. (2003), que encuentran un aumento de la destruccion ésea (evaluada
mediante deoxipiridinolina) en pacientes afectos de cirrosis hepatica; o los resultados
de Kim et al. (2003), que no encuentran diferencias significativas en la excrecién de

deoxipiridinolina entre alcohdlicos no cirréticos y controles.
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En resumen, aunque una mayoria de autores encuentra que la reabsorcién dsea
estd aumentada en alcohdlicos, hay menor consenso que en lo que respecta a la

sintesis, que desde luego esta disminuida.

2.2.2 Alteracion del metabolismo calcio-fosférico

La homeostasis mineral en los alcohdlicos también esta afectada: el alcohol
aumenta la excrecién urinaria de calcio, magnesio y zinc (Rico, 1990). Hay algunos
hechos que conviene comentar brevemente antes de desarrollar este punto. Primero,
es bien sabido que el alcohol es capaz de producir malabsorcién de vitamina D, ya sea
asociada a esteatorrea y/o a déficit intraluminal de sales biliares (Pitts y Van Thiel,
1986). Por otro lado, hay que comentar que no existe un consenso claro de resultados
en lo que respecta a la PTH, que en muchos estudios no varia (Garcia-Valdecasas-
Campelo et al., 2006), en otros desciende (Garcia-Sanchez et al., 1995; Diez et al.,

1994) y en otros aumenta (Feitelberg et al., 1987).

En términos generales, encontramos que la administracion aguda de alcohol
produce hipocalcemia (Keiver et al., 2005; Garcia-Sanchez et al.,, 1995) por
mecanismos poco conocidos, si bien se ha sugerido que pueda deberse a un efecto
antagoénico sobre la PTH (Thomas et al., 1990; Peng y Gitelman, 1974); también se
produce hipercalciuria y descenso de la PTH (Laitinen y Valimaki, 1991; Garcia-Sanchez
et al., 1995). Sin embargo, en el consumo crénico de alcohol la PTH puede encontrarse
elevada (Laitinen y Valimaki, 1991), si bien no todos los autores coinciden (Rico, 1990).
Por otra parte, en estos pacientes encontramos niveles bajos de calcitriol (Laitinen y
Valimaki, 1991), producidos probablemente por la conjuncién de distintos factores,
como son: déficit de ingesta (Santolaria et al.,, 2000a; Manari et al., 2003),
malabsorcion, escasa exposicidn solar (Sampson, 1997) —particularmente en paises con
escasa insolacién—, ya que el estilo de vida del alcohdlico no favorece la sintesis

cutdnea de esta vitamina; hipoalbuminemia (Pitts y Van Thiel, 1986), o como
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consecuencia de un déficit en su metabolismo hepatico (Rico, 1990) o renal, ya que el
alcohol inactiva la 1-hidroxilasa renal e induce la 24-hidroxilasa (Shankar et al., 2008),
un metabolito inactivo. Aparte del déficit de vitamina D y el aumento de PTH, debemos
afiadir también malabsorcién y descenso de la ingesta de calcio (Manari et al., 2003)
como factores que tienden a disminuir el ingreso de calcio en el organismo y a
aumentar su eliminacién. Es decir, por un lado se ingiere menos calcio, que ademas se
absorbe peor por la propia malabsorcién y por el déficit de vitamina D. La PTH extrae
calcio del hueso, tal como se ha comentado con anterioridad, no solo a través de la
vitamina D —que en este caso esta descendida—, sino mediante accién directa sobre el
osteocito (Guyton y Hall, 2006a). El déficit de vitamina D produce aumento de la
excrecion renal de calcio. Todos estos factores contribuyen al desequilibrio del

metabolismo calcio-fosforico.

También en alcohdlicos es frecuente observar déficit de magnesio (Abbott et al.,
1994), incluso con niveles normales de magnesemia, que representa tan solo un 1%
del total de magnesio corporal, constituyendo un mal indicador. Este déficit de
magnesio del paciente alcohdlico es de origen multifactorial, y entre sus causas
encontramos: malnutricion, malabsorcion, diarrea crénica, déficit de vitamina D (Pitts
y Van Thiel, 1986) y, principalmente, por aumento de las pérdidas renales por efecto
directo del etanol (Pitts y Van Thiel, 1986; Abbott et al., 1994). Este descenso de
magnesemia inducido por etanol, si es leve, puede actuar estimulando la PTH y
favoreciendo por tanto la desmineralizacién del hueso (Escalante et al., 2003). Si el
descenso es marcado se produce una resistencia periférica a la acciéon de la PTH
(Escalante et al., 2003; Abbott et al., 1994; Quitterer et al., 2001), que contribuye a la
hipocalcemia. Podemos observar que las alteraciones de este ion divalente son

practicamente un espejo de las del calcio, ya comentadas con anterioridad.
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2.2.3 Alteracion de otros ejes hormonales

El alcohol no solo provoca cambios en las hormonas calciotropas sino también
afecta a otros ejes hormonales los cuales a su vez pueden verse implicados en el
metabolismo dseo. Por ejemplo, estimula al eje adreno-hipdfiso-hipotaldmico,
actuando sobre la hipdfisis y el hipotdlamo e incrementando la secrecion de ACTH
(Somer et al., 1996), o desacoplando su circuito de retroalimentacion, llegando a
producir sindrome de Cushing, si bien esto es infrecuente (Kirkman y Nelson, 1988),
con la consiguiente elevacion de las concentraciones de corticoides, cuyo efecto
negativo sobre el hueso es conocido (Hodgson, 1990). Por otra parte, el
hipogonadismo masculino esta bien documentado como efecto del alcoholismo
cronico (Noth y Walter, Jr., 1984). El efecto de las hormonas sexuales sobre el
metabolismo dseo, alteradas bien por cambios en su metabolismo hepatico, bien por
atrofia testicular debida a un efecto tdxico directo del etanol sobre los testiculos
(Bacon, 2008), ya ha sido comentado con anterioridad; aunque algunos estudios,
como el de Sampson (1998), sugieren que no son las alteraciones producidas en las
hormonas sexuales los principales agentes causales de los cambios dseos observados
en el alcohdlico, ni tampoco lo son las alteraciones producidas sobre hormonas

calciotropas.

Parece ser que el tiroides es relativamente resistente a los efectos del etanol, si
bien pueden encontrarse anormalidades moderadas con cierta frecuencia en presencia

de hepatopatia alcohdlica (Noth y Walter, Jr., 1984)

2.2.4 Citocinas

Es importante considerar que el alcohdlico presenta un aumento de
permeabilidad intestinal, que es mayor en presencia de hipertensién portal (Llamas et
al., 2009). Este hecho condiciona un incremento de la llegada de endotoxinas

bacterianas a las células de Kupffer (KC) en el higado, activando los receptores Toll-like
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de estas células, especialmente el 4 (TLR-4), y promoviendo su activacién,
multiplicacién y la secrecién autocrina y paracrina de citocinas proinflamatorias —entre
otras substancias— por parte de estas células. La respuesta inflamatoria producida
provoca parte del dafio tisular caracteristico de la hepatopatia alcohdlica (Lumeng y
Crabb, 2000). El estrés oxidativo, producido en el higado a causa del metabolismo del
alcohol, intensifica alin mas el dafio sufrido por este drgano. Actualmente se considera
a la hepatitis alcohdélica como una enfermedad mediada por citocinas. EIl mecanismo

de la lesion tisular en la hepatopatia hepatica queda resumido en la Figura 5.

Aunque parcialmente en el terreno de la hipdtesis, es probable que este
incremento de citocinas circulantes ejerza efectos deletéreos sobre drganos distantes
como el cerebro (Crews et al., 2006) y posiblemente el hueso. Este nuevo campo abre
nuevas interpretaciones sobre la patogenia de la osteopatia del alcohdlico, solo
parcialmente conocidas en el momento actual. A estos efectos, conviene recordar que
las citocinas proinflamatorias activan al RANKL, promoviendo la actividad
osteoclastica, tal como se comentd en el apartado correspondiente. En un estudio
realizado por nuestro grupo no encontramos relacion entre la actividad de RANKL de
alcohdlicos crénicos con diverso grado de disfuncion hepatica y controles, sugiriendo
por lo tanto que la destruccién de hueso en el alcohdlico no estd especialmente

mediada por el eje RANK-RANKL-OPG (Garcia-Valdecasas-Campelo et al., 2006).

Figura 5: Efectos de la lesion hepatocitaria,
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2.3 METABOLISMO DEL ALCOHOL

Una vez ingerido, el alcohol se absorbe, por difusidon simple, en el estémago
(20%) y la mayor parte en el intestino delgado. Esta absorcion se ve modificada por la
cantidad de alcohol, la presencia de alimentos y las caracteristicas de la bebida
consumida. La presencia de carbohidratos, grasas o proteinas, asi como un
vaciamiento gastrico lento, dificultan la absorcién del alcohol. Por el contrario, las
bebidas alcohdlicas carbonatadas hacen que el alcohol se absorba mas rapidamente y
también existen diferencias segun la bebida en cuestion. También se ha observado que
concentraciones de alcohol entre el 15% y el 30% se absorben mds rdpidamente que

otras superiores o inferiores a estos limites (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003).

El nivel maximo de alcohol en sangre se alcanza entre los 30 y los 90 minutos
desde la ingesta, distribuyéndose por todo el organismo, salvo el tejido graso,
atravesando con facilidad las membranas, incluyendo la Barrera Hematoencefalica y la
Placentaria. Esta distribucién hidréfila del alcohol es uno de los motivos por los que las
mujeres, al contener mayor proporcién de grasa corporal y por tanto menos agua,
alcanzan niveles de alcoholemia superiores a igual ingesta que un hombre (Alvarez-

Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003).

Entre el 2% y el 10% del alcohol ingerido se elimina sin metabolizar a través de la

respiracion, la orina y el sudor (Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003).

El alcohol se metaboliza principalmente en el higado (90%). Este proceso consta
de tres pasos: en primer lugar, el alcohol se oxida, por medio de una de las tres vias
gue comentaremos a continuacion, transformandose en acetaldehido; en un segundo
paso, el acetaldehido es oxidado nuevamente y transformado en acido acético en la
mitocondria; finalmente, el acido acético se transforma en acetil-coenzima-A (Acetil-
CoA) y se incorpora a otras rutas metabdlicas (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia,

2003).
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Estas cuatro reacciones de oxidacion (tres vias de oxidacion de etanol a
acetaldehido y una de acetaldehido a acido acético) integrantes de la ruta de

metabolizacién del etanol se resumen en la Figura 6.
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Figura 6: Metabolismo del alcohol. Imagen tomada de Tovar-Franco (2005) y modificada. Vias de la
catalasa, alcohol deshidrogenasa y sistema microsémico oxidante del etanol y via final comun a las tres
anteriores.

2.3.1 Via de la alcohol-deshidrogenasa

La alcohol deshidrogenasa (ADH) es una metaloproteina de zinc cuya actividad
depende de este metal (Auld y Bergman, 2008). Esta enzima citosdlica se encuentra
esencialmente en el higado, pero también esta presente en el estémago, rifidn,
pulmén y en pequefias cantidades, en el cerebro (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia,

2003).

Se han caracterizado seis isoenzimas de ADH en mamiferos (isoenzimas | a VI),
casi todas presentes en seres humanos. La V se encuentra en el higado fetal y la VI no
se encuentra en seres humanos. Estas isoenzimas se conforman como dimeros a partir

de 8 tipos de subunidades, codificadas por los genes ADH 1-8. Estas subunidades
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presentan ademas importantes polimorfismos asociados a cambios en su actividad,
gue se relacionan con la variabilidad individual de este primer paso del metabolismo
del alcohol, asi como con la lesién hepdatica producida por el mismo o incluso
alcoholismo (Salaspuro, 2001). Una o varias subunidades son especificas de cada
isoenzima de ADH, no presentandose en las otras (Lieber, 1997). Las isoenzimas de
clase | estan compuestas por subunidades a, By y (genes ADH1, ADH2 y ADH3), tienen
alta afinidad por el etanol y alta velocidad metabdlica. Se encuentran principalmente
en el higado y son responsables de la mayor parte del metabolismo del etanol

(Salaspuro, 2001) en sujetos no alcohdlicos o en las fases iniciales del alcoholismo.

Las isoenzimas de clases Il y lll, la primera exclusiva del higado y la segunda,
ubicua, presentan menor afinidad con el etanol. En el caso de la isoenzima de clase Il
se cree que en condiciones fisioldgicas, ni siquiera participa en esta via metabdlica
(Salaspuro, 2001), si bien otros autores sostienen que en caso de etilismo crdnico, se
produce un relevo de la ADH de clase |, por la de clase lll, desempefiando esta un
mejor papel ante concentraciones elevadas de etanol, incluso en presencia de

hepatopatia hepatica avanzada (Haseba, 2009).

La isoenzima de clase IV, formada por subunidades p/o, se localiza
predominantemente en la mucosa gastrica (Salaspuro, 2001), aunque también se
encuentra en el higado y en otros tramos del tracto digestivo. Posee elevada eficiencia
catalitica en seres humanos para la oxidacién del etanol y el retinol. Es por esto que
esta isoenzima presenta dos funciones fisiolégicas fundamentales: constituye el primer
paso del metabolismo del etanol en el estdmago; Por otro lado esta involucrada en la
sintesis de acido retinoico, siendo esta sintesis inhibida por el etanol. Esta disminucion
de la sintesis del acido retinoico puede contribuir a la patogenia del sindrome
alcohdlico-fetal y a la relacion existente entre alcohol y cdncer en el tracto digestivo

alto (Yin et al., 2003).

La ADH-IV gastrica supone una proteccion frente a los efectos sistémicos del
etanol, constituyendo un primer paso en su metabolizacién. Diversos factores pueden

alterar la actividad de esta enzima en el estdmago: gastrectomia, que produce
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vaciamiento gastrico acelerado; alcoholismo, por descenso de actividad de esta
isoenzima; cantidad de alcohol consumido; sexo femenino, en el que presenta menos
actividad; ayuno prolongado; el consumo de farmacos como la aspirina, el paracetamol
y algunos anti-H2 son factores que disminuyen la actividad de la ADH gastrica (Lieber

etal., 1994).

La flora intestinal también presenta cierto grado de actividad ADH, si bien no
suele tenerse en cuenta dado que cuantitativamente presenta escasa relevancia

(Salaspuro, 2001).

Como hemos visto, la ADH no es una enzima especifica del metabolismo del
etanol, sino que puede actuar oxidando otras sustancias, como alcoholes (Alvarez-

Gonzdlez y del-Rio-Gracia, 2003), esteroles y acidos grasos (Salaspuro, 2001).

En la via metabdlica a la que nos referimos, esta enzima oxida el etanol
transformdandolo en acetaldehido, metabolito sumamente toxico (Lieber, 1997). Para
ello utiliza como cofactor el dinucleétido de nicotina-adenina (NAD), al que reduce
(Figura 6, pag. 41). La velocidad de esta reaccion depende de la cantidad de enzima
disponible (70%) y de la cantidad de NAD (30%). A consecuencia de esta reaccion se
produce un aumento de equivalentes reducidos, siendo este aumento NADH/NAD el
causante de muchos trastornos metabdlicos observados en el consumo crénico de
alcohol (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003). El ciclo del 4cido citrico se encuentra
abolido en parte por la falta de NAD. El exceso de NADH provoca acidosis lactica. Esta
contribuye a la acidosis metabdlica, mermando la capacidad del rifién para la excrecién
de acido urico, produciendo hiperuricemia secundaria. La cetosis inducida por alcohol
y el aumento del catabolismo de purinas pueden contribuir a este hecho. Ademas, el
incremento de la degradacion de purinas puede contribuir a la produccién de ROS

mediante la xantino oxidasa (Lieber, 1997).

La sintesis enddgena de acidos grasos, dependiente de NADH, se ve aumentada.
Se produce también la disminucién de la B-oxidacion de acidos grasos por la escasa

disponibilidad de NAD, que es cofactor necesario para la misma. El incremento del
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cociente NADH/NAD también eleva la concentracion de a-glicerol-fosfato. Todo esto
conduce a un aumento en la sintesis de triglicéridos, que se acumulan en el higado,

produciendo esteatosis hepatica (Lieber, 1997).

La intoxicacion aguda puede ocasionar hipoglucemia por bloqueo de Ia
gluconeogénesis por parte del etanol, como consecuencia del incremento de
NADH/NAD, especialmente en sujetos cuya reserva de glucdégeno ha sido agotada
(Lieber, 1997), lo que es frecuente en alcohdlicos, a causa habitos alimenticios
erraticos (Santolaria et al., 2000b). Por otra parte, en alcohdlicos es frecuente el
fendbmeno inverso, produciéndose hiperglucemia por aceleracion de la
gluconeogénesis a causa del etanol (Lieber, 1997). Mokuda et al. (2004) encuentran
que el etanol puede producir hipoglucemia ya sea incrementando la oxidacién de
glucosa o bloqueando la gluconeogénesis, pero también hiperglucemia por inhibicién
de la sintesis de glucdégeno y por aumento de su catabolismo, y que este efecto parece

relacionarse con estados postprandial o de ayuno.

2.3.2 Via del Sistema Microsdomico Oxidante del Etanol

El Sistema Microsdémico Oxidante del Etanol (MEQOS) constituye una via
secundaria del metabolismo del etanol. Se localiza en el reticulo endoplasmatico liso
del hepatocito. Presenta una cinética de orden uno, es decir, dependiente de la
concentracion. Es responsable del 10% del metabolismo del etanol a concentraciones
sanguineas altas de este. Sin embargo, es inducible y va cobrando progresiva
importancia en el alcohdlico crénico (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003). Esta via
se relaciona con el citocromo P450, principalmente con CYP2E1, si bien parece que
CYP1A2 puede desempenar un papel importante cuando CYP2E1l no se encuentra
inducido (Kunitoh et al., 1993). Tal como se comentd previamente, este sistema
resulta inducible por fdrmacos y tdxicos —entre ellos el alcohol—, llegando a aumentar

su actividad mds de un 75% (Kunitoh et al., 1993).
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Este aumento de actividad del MEOS conlleva dos consecuencias: a veces el
metabolismo de sustancias degradadas por este sistema se ve aumentado, como es el
caso de gran numero de farmacos y del acido retinoico (principal metabolito de la
vitamina A); otras veces, al compartir la misma via, estos sustratos se ven desplazados
por el etanol, aumentando su concentracion en sangre (Danko y Chaschin, 2007). El

gue ocurra una u otra de estas dos situaciones es en muchas ocasiones impredecible.

La reaccidn que caracteriza esta via consiste en que el alcohol con el concurso de
una molécula de oxigeno, nicotin-adenin dinucleétido-fosfato reducido (NADPH) y un
protén (H*), se transforma en acetaldehido y nicotin-adenin dinucleétido-fosfato
(NADP), produciéndose dos moléculas de agua (Figura 6, pag. 41). En esta reaccion dos
sustratos se oxidan simultaneamente, reduciéndose una molécula de oxigeno. La
reaccién que produce la oxidacion del segundo sustrato, en este caso el NADPH, esta
catalizada por oxidasas de funcion mixta —como la NADPH oxidasa—, responsables de la

generacién de ROS (Gropper et al., 2008).

Por otra parte, el aumento de consumo de oxigeno puede producir hipoxia
relativa en dareas pericentrales hepaticas (Brauer et al., 1997), ya que estan menos
oxigenadas que las dreas periportales. De hecho, la lesidon inicial en el hepatdpata
alcohdlico se observa precisamente en el area Ill de Rappaport, es decir, en torno a la

vena centrolobulillar (Tsukamoto et al., 1990), donde la presion de oxigeno es menor.

2.3.3 Via de la Catalasa

Esta enzima se expresa en todos los tejidos, aunque presenta mayores niveles en
el higado, rifidn, corazon y eritrocitos. En el higado, se encuentra predominantemente
en los peroxisomas y en menor cantidad en las mitocondrias (Kwo y Crabb, 2002). Es
en este organo en donde se produce la mayor parte de su actividad de oxidacién del

etanol (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003).
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Mediante la accién de esta enzima, el etanol se oxida a acetaldehido en
presencia de peroxido de hidrégeno, produciendo agua (Figura 6, pag. 41). Ademas, su

actividad aumenta si dispone de perdxido de hidrégeno en abundancia.

La importancia de esta via es controvertida, ya que algunos estudios indican que
la deficiencia de esta enzima no produce alteraciones en el metabolismo del alcohol de
los sujetos que la padecen; sin embargo, otros estudios sugieren que la catalasa es
capaz de oxidar una cantidad sustancial de etanol en algunas condiciones fisioldgicas,
pero que se encuentra inhibida por la ADH y ademas es inhibida de forma indirecta por
algunos inhibidores de la ADH, lo que podria haber llevado a subestimar su
importancia (Kwo y Crabb, 2002). De hecho, su actividad en el metabolismo del etanol
estd limitada por la cantidad de perdéxido de hidrégeno disponible. El perdxido de
hidrégeno necesario para la misma proviene principalmente de la B-oxidacion de
acidos grasos en el peroxisoma, aunque también de las reacciones de las oxidasas de
funcién mixta, como la xantina oxidasa y de la NADPH oxidasa. El metabolismo del
alcohol por la catalasa puede ser inhibido por la presencia de acidos grasos. A su vez, la
B-oxidacion de estos puede ser inhibida por el NADH producido por el metabolismo del
alcohol por la via de la ADH. A consecuencia de esto, estos equivalentes reducidos —
producidos por la ADH- inhiben la generacidn de perdxido de hidrégeno por la
catalasa, disminuyendo de forma significativa la tasa de peroxidacion de alcohol de la

propia catalasa (Lieber, 1997).

Tanto la actividad de las oxidasas de funcidon mixta como de la propia catalasa,
contribuye a la génesis de ROS, que tanta importancia tienen en la patogenia de

diversas alteraciones relacionadas con el consumo crdénico de alcohol.

2.3.4 Oxidacion del acetaldehido

Las tres vias comentadas previamente concluyen en la formacién de

acetaldehido. Mas del 90% de la oxidacion de este compuesto se produce en el higado
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(Salaspuro, 2001) por dos vias diferentes: La acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) y la

xantina oxidasa (Lieber, 1997), que como hemos visto actla sobre varios sustratos.

La ALDH, al igual que la ADH, no resulta inducible (Lumeng y Crabb, 2000) y no
presenta especificidad de sustrato. También presenta varias isoenzimas (ALDH I-IV)
con localizacién tisular y orgdnica bastante heterogénea y variable afinidad para
sustrato. Las isoenzimas mas afines al acetaldehido se encuentran en las mitocondrias

(ALDH-I) y las menos afines (ALDH II-IV) en el citosol (Hernandez-Tobias, 1996)

Esta enzima precisa NAD y lleva a cabo la mayor parte de la oxidacion del
acetaldehido. Por otra parte, la xantina oxidasa, metaboliza una pequena parte del
sustrato produciendo ROS en el proceso, si bien esta ultima presenta mucha menos

afinidad (Lieber, 1997).

El acetaldehido es un compuesto altamente téxico para el organismo, que en
condiciones normales es metabolizado rapidamente a etanol por la ALDH (Lieber,
1997). En condiciones de ingesta aguda de cantidades importantes de alcohol, o en el
alcohdlico crénico, en el que la actividad ALDH disminuye debido al dafio hepdtico
(Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003) y a la disminuida capacidad de Ia
mitocondria, y el MEOS se encuentra inducido; se produce un desequilibrio entre la
formacién de acetaldehido y su metabolismo (Lieber, 1997). Esto permite que el
acetaldehido pase a la sangre en cantidades importantes, pudiendo atravesar la
barrera hematoencefalica, que es poco permeable a este compuesto. Esto produce el
llamado sindrome de sensibilidad al alcohol, en el que se basan las terapias aversivas
utilizadas en el alcoholismo. Esta acumulacion de acetaldehido en los tejidos también
contribuye a las acciones patoldgicas crénicas asociadas al etanol (Alvarez-Gonzalez y

del-Rio-Gracia, 2003).

La toxicidad del acetaldehido radica en que es capaz de unirse a otros
compuestos, alterando su funcién. Uno de ellos es la glutation peroxidasa (GPX),
posiblemente el mas importante de los enzimas antioxidantes del organismo. El

acetaldehido se une a esta enzima formando complejos hemiacetal, con lo que
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disminuye su poder antioxidante. De forma general, se acepta que el déficit de
actividad de esta enzima contribuye a la lesién oxidativa. Por otra parte, el propio

acetaldehido per se es capaz de producir peroxidacién lipidica (Lieber, 1997).

El acetaldehido es capaz de combinarse con otras proteinas, incluso enzimas,
alterando su funcién, disminuyendo la reparacién del ADN y también generando
respuesta inmune, al dejar de ser reconocidas como propias (Lieber, 1997). La
respuesta inmune conlleva la liberacién de citocinas proinflamatorias, quienes a su vez
promueven activacion y proliferacidon de las KC y la generacidon de ROS por parte de
estas, tal como ha sido comentado previamente. También favorece la produccién de
ROS el aumento de actividad de la cadena de transferencia de electrones mitocondrial,
consecuencia de un aumento de equivalentes reducidos producido por esta enzima y
también por la ADH. Todo ello contribuye al aumento del consumo de oxigeno y por
tanto a la lesidn hepatica caracteristica de la hepatopatia alcohdlica (Lumeng y Crabb,
2000). Por lo tanto, el acetaldehido, por varias vias, contribuye a la sintesis de ROS, la
peroxidacién lipidica y a la lesién oxidativa de estructuras celulares. A todo esto hay
gue afadir la actividad del neutréfilo atraido por las citocinas proinflamatorias al foco
donde estas se liberan. Al ser activada su actividad fagocitica se generan mas ROS

conformandose un circuito de retroalimentacidn positiva.

No debe olvidarse que ademas de lo comentado, el acetaldehido producido —y el
propio etanol- estimula la produccién de coldgena (Lumeng y Crabb, 2000; Purohit y
Brenner, 2006) y este hecho favorece la aparicidon de fibrosis hepatica tal como se ha

comentado y puede verse en la Figura 5 (pag. 39).

2.3.5 Otras reacciones en el metabolismo del alcohol

Tras los procesos comentados en los apartados anteriores, aun el acetato debe
transformarse en acetil-Coenzima A (acetil-CoA) y pasar a otras rutas del metabolismo

general. Esta biotransformacidn es llevada a cabo por la acetil-CoA sintetasa, que se
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localiza en la mitocondria (Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003). Por otra parte,
existen reacciones paralelas que contribuyen de forma indirecta a estos procesos,
como es el caso, por ejemplo, de las oxidasas de funcién mixta. Estas reacciones se
describen brevemente a continuacion, asi como un resumen de las principales

reacciones quimicas que se producen en el metabolismo oxidativo del etanol (Tabla 2).

ENZIMA LOCALIZACION | REACCION

ADH Citosol CH5CH,0H + NAD — CH3CHO + NADH + H*
MEOS REL CH3CH,OH + NADPH + H* + O, — CH3CHO + NADP +2H,0
Catalasa Perox. y mitoc. CH5CH,0H + H,O0, — CH3CHO + 2H,0
Xantino- Citosol hipoxantina + H,O + O, — xantina + H,0,

oxidasa CH;CHO + O, — CH3COOH + O,
NADPH-oxidasa | Citos. y m. plasm. NADPH + H* +O, — NADP + H,0,

ALDH Mitoc. y citosol CH;CHO + NAD + H,0 — CH3;COOH + NADH + H*
Acetil-CoA sint. | Mitocondria CH3;COOH + CoA — acetil-CoA

Tabla 2: Enzimas y reacciones mas importantes del metabolismo oxidativo del alcohol.

A pesar de que el metabolismo del etanol es principalmente oxidativo, parece
ser que existen también vias de metabolizacion no oxidativas, aunque son
cuantitativamente mucho menos importantes (Haber et al., 2004). Estas rutas
metabdlicas parecen estar en relacién con el daino producido en érganos diana en el
alcohdlico croénico, que no presentan capacidad metabdlica oxidativa para el etanol,
como el pancreas y el pulmdn, entre otros (Werner et al., 2002; Werner et al., 2001;
Laposata y Lange, 1986; Manautou y Carlson, 1991). Ademas, algunos autores sefialan
gue la inhibiciéon de la via oxidativa del etanol produce un flujo hacia la via no
oxidativa, incrementando el dafio tisular pancredtico —y probablemente en otros
tejidos— producido por etil-ésteres de acidos grasos (FAEE), metabolitos de esta via

(Werner et al., 2001)

2.4 CIRROSIS HEPATICA

En el alcohdlico crénico coexisten muchas otras alteraciones que pueden influir
sobre el hueso, entre ellas ocupa un lugar prioritario la cirrosis hepdtica, que como

veremos, influye de multiples maneras sobre el metabolismo éseo.
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La cirrosis se define por la lesion anatomopatoldgica que la caracteriza, la
fibrosis. Esta, al contrario de lo que se creia, resulta reversible en caso de que cese la
noxa que la produce. La fibrosis se presenta a causa de la continua agresion al
paréngquima hepatico, cuyo mecanismo ya ha sido comentado (ver Figura 5 en la
pagina 39); y se presenta en grado tal, que altera la estructura hepatica,
distorsionandola y formando ndédulos de regeneracién. Esto da como resultado una
disminuciéon de la funcién hepatica, como consecuencia de la disminucién de la masa
hepatocelular, asi como alteraciones en el flujo sanguineo. La hipertensién portal es
una complicacidon importante de la cirrosis descompensada y una manifestacion de
esta alteracién del flujo sanguineo. Interviene en la aparicion de ascitis y varices

esofagogastricas (Bacon, 2008).

Es un hecho que eventualmente la hipertension portal devenga en un déficit
nutricional, condicionado en parte por cierto grado de malabsorcion de calcio, fosforo,
vitamina D y en general de cualquier otro nutriente, fendmeno sobradamente
conocido. Por otra parte, el higado es el lugar donde se produce la 25-hidroxilacidn de
la vitamina D, por lo que la insuficiencia hepatica va a acentuar el déficit de esta

vitamina, agravando la malabsorcion de calcio.

Ademas, es en el higado donde se catabolizan los estrégenos, por lo que al
deteriorarse la funcion del mismo aparece hiperestrogenismo, tedricamente
beneficioso para el hueso; igualmente, los niveles de andrégenos se ven alterados,
disminuyendo; probablemente en relacion con la induccion del MEOS producida por el
alcohol, que aumenta su actividad aromatasa, transformando andrégenos en
estréogenos. El alcohol también induce otros sistemas enzimaticos implicados en el
metabolismo de hormonas esteroideas, como las a-reductasas y las oxidasas de
funcion mixta microsomales (Purohit, 2000). Tal como se ha comentado
anteriormente, el hipogonadismo puede jugar un papel en este sentido. El
hipogonadismo es frecuente en el alcohdlico no cirrético, debido fundamentalmente a
un doble defecto: efecto téxico directo del alcohol sobre los testiculos y del eje
hipéfiso-hipotalamico (Bacon, 2008). Asi, Diamond et al. (1989c) encuentran en

pacientes afectos de hemocromatosis idiopatica —que comparten con los cirrdéticos
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una sobrecarga hepatica de hierro, con aumento de ROS y del estrés oxidativo, asi
como hipogonadismo— hay disminucién de la densidad &sea relacionada con

hipogonadismo.

Aunque menos estudiado, los niveles de cortisol también se alteran en Ia
hepatopatia alcohdlica; por una parte, disminuye la capacidad de eliminacion de estas
sustancias, que se destruyen en el higado (Guyton y Hall, 2006b), por deficitaria
actividad de la 11-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Stewart et al., 1993); por otro
lado, existe en algunos pacientes una produccion aumentada de esteroides por
aumento de la actividad del eje hipotaldmico-hipofisario-suprarrenal (Somer et al.,
1996), o por alteracién del circuito de retroalimentacién, manteniendo una secrecion
normal a pesar de unos niveles de cortisol aumentados (Stewart et al., 1993; Kirkman y

Nelson, 1988).

Tanto las alteraciones en las hormonas sexuales como en el cortisol pueden
influir en la osteopatia de estos enfermos por los mecanismos que ya han sido

explicados.

En el higado es donde tiene lugar la sintesis de la IGF-1, principal hormona
involucrada en la formacién de hueso, encontrandose disminuida en pacientes
cirréticos (Goral et al., 2010). No es de extrafiar por lo tanto que diversos autores
hayan encontrado que la osteopatia del alcohdlico es mds severa si coexiste la cirrosis
hepatica. Asi, Jorge et al. (1988), en pacientes cirréticos alcohdlicos, encuentran
relacién entre la disminucion del volumen dseo trabecular y los parametros de funcion
hepatica. Sin embargo, no hubo relacién alguna con los valores hormonales y de iones
gue participan en el metabolismo calcio-fosférico. Otros autores encuentran también
asociacién entre las alteraciones del metabolismo dseo vy cirrosis, siendo estas de
forma general, mds severas en los cirréticos (Giouleme et al., 2006; Nakano et al.,
1996). Es llamativo que a pesar de que la afectacion de la vitamina D es mas profunda
en estos pacientes, al menos desde el punto de vista tedrico, la forma predominante
de osteopenia en estos pacientes es la osteoporosis y no la osteomalacia (Jorge-

Hernandez et al., 1988; Cemborain et al., 1998; Diamond et al., 1989a).



Alcohol y malnutricion sobre el metabolismo dseo. | 52
Efecto de la suplementacion dietética con selenio.

2.5 MALNUTRICION DEL PACIENTE ALCOHOLICO

La malnutricion caldrico-proteica es un fendmeno extremadamente frecuente en
el alcohdlico. En nuestro medio, en el que estos pacientes forman parte de las clases
sociales menos favorecidas, hasta el 20% de estos sujetos presentan malnutricion

caldrica y/o proteica (Estruch, 2002).

La malnutricion del alcohdlico puede clasificarse en dos grandes grupos
patogénicos. Por una parte existe una malnutricién primaria, por defectuosa ingesta y
por mala calidad de los alimentos (Santolaria et al., 2000b), y por otra parte existe una
malnutricién secundaria a malabsorcién derivada del propio efecto del alcohol,
insuficiencia pancreatica y/o hipertensidon portal, por mecanismos que ya han sido

comentados.

En cuanto a la malnutricion primaria en el paciente alcohdlico, es clasica la
experiencia de Rubin y Lieber (1968), quienes administrando a voluntarios sanos una
cantidad determinada de calorias en forma de nutrientes habituales y a otro grupo las
mismas calorias en forma de alcohol, observé cémo los individuos del primer grupo
ganaban peso mientras que los del grupo alcohdlico permanecian estables. Esto
generd el concepto de empty calories o calorias vacias, por no tener valor nutricional.
Una de las explicaciones que se dio a este hecho fue que el MEOS, inducido en los
alcohdlicos, metabolizaria los sustratos de la dieta, consumiendo oxigeno y
aumentando la generacién de calor, contribuyendo ademds a la lesidn hepatica
(Addolorato et al.,, 1997). Recientemente se han descubierto las proteinas
desacoplantes mitocondriales (uncoupling proteins o UCP). Estas proteinas
intermembrana, localizadas en la membrana interna de la mitocondria, actian en la
disipando el gradiente de protones sin que se produzca ATP, desacoplando Ia
fosforilacién oxidativa, y generando calor en el proceso. Esto disminuye la produccidn
de ATP por mol de principio inmediato metabolizado. ElI funcionamiento de estas
proteinas es aun poco conocido (Nedergaard et al., 2005). Lee et al. (2010) describe in
vitro disminucion de la actividad mitocondrial y de la generacién de ATP, a la vez que

aumento de la UCP-2 en células pancreaticas sometidas a tratamiento con etanol, lo
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gue abre un nuevo campo en las alteraciones metabdlicas relacionadas con consumo

de alcohol.

Estos pacientes presentan ademas defectuosa ingesta, producida por la pérdida
de los lazos sociales del alcohélico, la marginacion a que esta conduce y la pérdida de
interés por la alimentacién que se produce en estos sujetos, sobre todo por el efecto
anorexigeno del propio alcohol; que los lleva en muchas ocasiones a tomar una sola
comida al dia y generalmente de baja calidad nutricional, en bares o tabernas; tal
como observan Santolaria et al. (2000b). Esto provoca malnutricién de tipo
marasmatico, es decir, con disminucién de la masa magra y grasa. Este fendmeno ha
sido constatado por diversos autores (Lieber, 1993; Santolaria et al., 2000b). A esto se
aflade los mecanismos mencionados previamente relativos al efecto directo del
alcohol sobre la absorcion de nutrientes, la pancreatitis créonica y a la cirrosis hepatica.
La pancreatitis crénica, de forma subclinica, es mas frecuente de lo que inicialmente se
pensaba en el alcohdlico crénico. Se conoce actualmente que de forma paralela a
como ocurre en el higado, células estrelladas se transforman en miofibroblastos en el
acino pancreatico, induciendo el progresivo depdsito de colageno bajo el influjo de

citocinas (Senoo, 2004) sobre todo del TGF-B (Shimizu, 2008).

Recordemos que la vitamina D es una vitamina liposoluble que precisa por lo
tanto del concurso de la secrecidn pancreatica para su correcta absorcién, con
independencia del impacto que la insuficiencia pancreatica tiene sobre la absorcién del

resto de nutrientes, incluyendo la de calcio.

La malnutricién proteica contribuye al desarrollo de osteoporosis por
mecanismos diferentes. Por una parte, disminuye la masa 6sea —y también el indice de
masa corporal—; y por otra parte altera la fuerza muscular, que por si sola también
influye en el mantenimiento de la estructura dsea. Recordemos que el hueso es un
tejido que constantemente se remodela, fendmeno que implica dos procesos
contrapuestos, uno de sintesis y otro de destruccion. Recordemos también que lo
primero que se ha de sintetizar es una matriz proteica, constituida por lo tanto por

aminodcidos, que escasean en situaciones de defectuoso aporte (o de excesiva



Alcohol y malnutricion sobre el metabolismo dseo. | 54
Efecto de la suplementacion dietética con selenio.

demanda). En situaciones de restriccidén proteica, como es la malnutricidn, el higado
utiliza de manera prioritaria los aminodcidos del musculo, hueso, piel, etc. para la
sintesis de proteinas indispensables, como reactantes de fase aguda, proteinas de
transporte, albumina, factores de coagulacién, etc. No queda, por tanto, sustrato para
fabricar otras proteinas como las necesarias para el tejido osteoide, por lo que la
sintesis de este se ve comprometida, desacoplandose el proceso de remodelacién. La
alteracion de la sintesis dsea en situaciones de malnutricion proteica puede estar
relacionada con unos niveles séricos disminuidos de IGF-1 y estréogenos (Ammann et
al., 2000). La ingesta baja de proteinas deteriora tanto la produccién como la accién
del IGF-1, factor esencial para el crecimiento longitudinal del hueso, asi como para la
proliferacién y diferenciacién de los condrocitos. Tal como hemos visto, el IGF-1 puede
ser considerado un factor clave en el ajuste del metabolismo calcio-fésforo asi como
para el desarrollo normal del esqueleto y la mineralizacién dsea durante el
crecimiento. En nifios y adolescentes sanos se ha visto una asociacién positiva entre la
cantidad de proteinas ingeridas y la masa désea en ambos sexos, asociacién
particularmente significativa en prepuberes, sugiriendo que el esqueleto responde a la
ingesta proteica, especialmente en los afios previos al establecimiento de maduracion
puberal (Bonjour et al., 2001). Se ha observado cémo las alteraciones éseas inducidas
por la malnutricion en estadios muy precoces de la vida pueden corregirse tras un
aporte nutricional adecuado (Muzzo et al.,, 1995). También se ha visto que la
administraciéon de suplementos proteicos tras facturas de cadera se asocia a un
aumento de los niveles de IGF-1y a una atenuacién en la disminucidn de la masa ésea
femoral proximal que presentan los sujetos que no reciben estos suplementos

(Schurch et al., 1998).

En la malnutricidon proteica severa se encuentra una osteoporosis de bajo
recambio caracterizada por una sintesis defectuosa de hueso con un enlentecimiento
en la degradacién del mismo. Se observa una disminucion de la densidad dsea, de la
masa osea esponjosa y del grosor de la trabécula, adelgazamiento de la cortical y
disminucion del osteoide y de la tasa de aposicién mineral (Bourrin et al., 2000a), todo

lo cual se traduce en una pérdida de resistencia del tejido dseo (Bourrin et al., 2000c).
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De hecho, se conoce que la malnutricion proteica genera una osteoporosis de bajo
turnover, con reduccion tanto de la sintesis como de la reabsorcién dsea, que se
acompaia de niveles plasmaticos bajos de IGF-1 y de resistencia de los osteoblastos a

la accion de la IGF-1 (Bourrin et al., 2000a).

El efecto de la malnutricion sobre el hueso del alcohdlico ha sido ya constatado
por diversos estudios tanto experimentales (Molina-Pérez et al., 2000), como clinicos
(Santolaria et al., 2000a). Como era de esperar, esta inhibicion de la sintesis afecta a
todas las fases evolutivas del metabolismo del hueso, expresandose también en el
animal en crecimiento. Es interesante sefalar que el paciente que comenzo a beber de
forma excesiva durante la nifiez o adolescencia presenta una talla inferior al que inici6
el consumo en etapas posteriores de la vida; y que aunque el hecho de referir haber
pasado hambre en la infancia también se asociaba a determinadas alteraciones déseas
relacionadas con la detencidn del crecimiento, como las lineas de Harris, el efecto del

alcohol era mas marcado y aditivo (Gonzélez-Reimers et al., 2007).

Es tan frecuente la malnutricion proteica en el alcohdlico que los modelos
experimentales disefiados necesariamente han de contemplar esta circunstancia. Asi el
modelo de Lieber-DeCarli, ampliamente utilizado por diversos grupos de investigacion,
permite analizar los efectos combinados y relativos del alcohol y la malnutricion
(Lieber y DecCarli, 1989) sobre diversas alteraciones metabdlicas, histoldgicas y

funcionales, y es el que hemos seguido en el presente estudio.

No solo el hueso se ve afectado de forma directa en las situaciones de
malnutricién calérico-proteica. El musculo, principal reservorio proteico del organismo
es el que mas va a sufrir en estas situaciones. De hecho, la pérdida de masa magra es
un fendmeno relevante en el paciente marasmatico (Heimburger, 2008). La actividad
muscular es esencial para el mantenimiento de una adecuada masa dsea, ya que el
factor mecdnico es un estimulo directo para la sintesis ésea, concepto que enlaza con
la osteoporosis asociada a ingravidez cuyo efecto sobre el hueso se demuestra en
algunos modelos experimentales como el de Aguirre et al. (2006), en el que utiliza un

modelo murino, suspendiendo a los animales por la cola; observando apoptosis en los
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osteoblastos, reclutamiento de osteoclastos con incremento en la reabsorcion del
hueso y pérdida de masa dsea. Por otra parte, no ha sido adecuadamente estudiada la
relacion entre miopatia alcohdlica y osteopatia del alcohdlico, pero indudablemente la
amiotrofia presente en el alcohélico, especialmente si estd sometido a malnutricién
proteica, juega un papel patogénico importante. Un estudio de nuestro grupo
encontrd relacion entre atrofia muscular y area de osteoide; aunque no encontrd

relacidn entre esta y el volumen de hueso trabecular (Gonzalez-Reimers et al., 2005a).

2.6 ESTRES OXIDATIVO

Hemos visto que en el alcoholismo crénico existe una osteopatia caracterizada
por descenso de la masa Osea, indudablemente agravada por la coexistencia de
malnutricién proteica. También hemos comentado que este descenso de la masa ésea
obedece a un desequilibrio en el recambio dseo: por una parte desciende la sintesis y
por la otra, la reabsorcidn puede también verse alterada, si bien esto es mas
controvertido, aunque la mayoria de autores encuentran que esta aumentada en

alcohdlicos.

Es posible que el efecto prooxidante del alcohol tras su metabolismo hepatico,
generando ROS, pueda participar en la toxicidad sobre el osteoblasto y contribuir al
déficit de sintesis dsea. Por otra parte, el ciclo de la hepatopatia hepatica, mediado por
citocinas y donde las ROS desempefan un papel destacado, incrementa la produccion
de citocinas circulantes capaces de activar al RANKL y por tanto la reabsorcién ésea. Es
decir, existe un nexo de union entre peroxidacion lipidica y osteopenia tanto sobre la

sintesis como sobre la destruccion del hueso.

El tratamiento antioxidante se ha ensayado con variable éxito en diversas formas
de osteoporosis. Por ejemplo Wolf et al. (2005) no encontraron relacidn alguna entre
la ingesta de antioxidantes como vitamina C, retinol, vitamina A, vitamina E y selenio y

masa dsea en mujeres postmenopausicas. Otros autores tampoco encuentran que el
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tratamiento con vitamina E mejore la masa dsea en ratas macho (Chai et al., 2008). El
estudio Framingham si que encuentra efecto protector de la ingesta de licopenos sobre
la fractura de cadera y no vertebral, y de la ingesta de carotenoides sobre la fractura
de cadera en un total de mas de 900 hombres y mujeres (Sahni et al., 2009a). Los
mismos autores encuentran que la ingesta de vitamina C previene la pérdida de masa
dsea en el anciano (Sahni et al., 2009b), aunque este efecto puede interpretarse por la
accién estimulante de la sintesis de colagena ejercida por la vitamina C. Morinobu et
al. (2008) encuentran que otro antioxidante, la epigallocatecina —componente
fundamental del té verde—, suprime la actividad osteoclastica y mejora la masa dsea en
ratones con artritis reumatoide experimental. Yamaguchi et al. (2010) refieren que a
adicion de zinc puede beneficiar la sintesis ésea, resultados que concuerdan con los de
otros autores (Merialdi et al., 2004; Diaz-Gémez et al., 2003; lannotti et al., 2008), y
gue podrian obedecer en parte al efecto antioxidante del zinc. Existe como vemos
cierta disparidad de resultados relativos a los potenciales efectos beneficiosos de un

tratamiento antioxidante en la osteoporosis.

Uno de los principales antioxidantes es el selenio, ya que es cofactor del mas
importante de los sistemas enzimaticos antioxidantes, como es el sistema de la
Glutation Peroxidasa (GPX). El déficit de selenio estda ampliamente descrito en
pacientes alcohdlicos, y guarda relacién con la hepatopatia alcohdlica y con el
prondstico de la misma en algunos estudios (Gonzalez-Reimers et al., 2008), aunque el
tratamiento con selenio no ha mejorado el prondstico de pacientes con cirrosis
hepatica (Stewart et al, 2007). Independientemente de su eventual efecto
terapéutico, muchos autores han encontrado descenso de los niveles de selenio en el
alcohdlico crénico (Dworkin et al., 1984; Aaseth et al., 1986; Johansson et al., 1986;
Korpela et al., 1985), que se recuperan tras la abstinencia alcohdlica (Girre et al.,
1990). Existen datos experimentales que sugieren que lo que causa el descenso de los
niveles de selenio en el alcohdlico es mas bien la defectuosa ingesta de este elemento
que el alcohol como tal (Cho et al., 1991). Por lo tanto, si el selenio es un potente
antioxidante, si sus niveles estan descendidos en el alcohélico y si la lesidon oxidante

juega un papel en la afectacion ésea del paciente alcohdlico, es pertinente analizar el
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efecto del selenio sobre la osteopatia de la rata alcohdlica, como hemos perseguido en

este estudio.

3. OLIGOELEMENTOS INVOLUCRADOS EN MECANISMOS ANTIOXIDANTES Y

PEROXIDACION

Anteriormente hemos hablado de la frecuente asociacién de alcoholismo y

alteraciones nutricionales. Como parte de estas alteraciones nutricionales debemos

sefialar las del contenido corporal y metabolismo de diversos oligoelementos. En el

alcohdlico crénico, como veremos a continuacion, estas alteraciones no se caracterizan

por déficit en todos los casos; tampoco obedecen siempre a defectuosa ingesta o

absorcion,

influyendo en ellas mecanismos directamente

relacionados con el

metabolismo del etanol y solo parcialmente conocidos. Estas alteraciones van a tener

importancia en el mantenimiento de la masa désea, ya que como veremos, pueden

modular la actividad de enzimas clave relacionadas con la sintesis de matriz osteoide,

la degradacion de coldgeno y/o la mineralizacidn.

3.1 HIERRO

Los mecanismos principales de
absorcion del hierro, asi como su
transporte y almacenamiento son
bien conocidos (Figura 7). El hierro
es absorbido en todo el intestino
preferentemente en el

delgado,

duodeno. En primer lugar es
necesaria la reduccion del hierro a

cation ferroso en el polo apical del

Bilirubin (excreted) Tissues

Ferritin Hemosiderin

T Macrophages T l // Heme
Degrading hemoglobin — F€€ / Enzymes

iron ==

Hemoglobin ~€—————Transferrin—Fe
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daily in menses (small intestine)

Figura 7: Transporte y metabolismo del hierro (Guyton
y Hall, 2006)
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enterocito, ya que en sus microvilli hay una ferro-reductasa que es la Dcytb; En
segundo lugar, el hierro ferroso es transportado al interior del enterocito por el
transportador de metales divalentes 1 (DMT-1 6 Divalent Metal Transporter 1). El
hierro asi absorbido se almacena en el enterocito como ferritina. Si el enterocito es
senescente y se descama, este hierro se pierde. Si la célula no se descama el hierro es
transportado desde el enterocito a la sangre por la membrana basolateral por medio
de la ferroportina. Este proceso es facilitado por un andlogo de la ceruloplasmina, la

hefestina, con actividad ferroxidasa.

A estos mecanismos se afiade la absorcion del hierro unido a apotransferrina en
la luz intestinal. Esta apotransferrina, es secretada por el higado en la bilis y es capaz
de unir moléculas mds complejas que contienen hierro en su estructura, como son la
hemoglobina y la mioglobina de la carne, dos de las principales fuentes de hierro de la
dieta. Al complejo apotransferrina-hierro se le denomina transferrina. La transferrina
se une a receptores epiteliales especificos en el intestino delgado, absorbiéndose por
pinocitosis. Esta transferrina es posteriormente liberada en sangre. Esta absorcién
intestinal de hierro es lenta y poco eficiente, con lo que sélo un pequeiio porcentaje
del hierro ingerido es absorbido por el organismo. Esta absorcidn estd sujeta a
regulacién ya que cuando los depdsitos de hierro estan completos, existe poca
cantidad de apotransferrina capaz de captar el hierro intestinal. Lo contrario sucede

cuando los depésitos de hierro son bajos.

Una vez en sangre, el hierro llega al higado de dos formas: como hierro libre; o
como hierro unido a apotransferrina, uniéndose ésta al hepatocito por medio de dos
receptores diferentes, uno de los cuales es idéntico al encontrado en las membranas

del eritroblasto.

En condiciones normales el organismo almacena 4-5 gramos de hierro, con una
concentracion aproximada de 70 ppm para un hombre de 70 Kg. En la rata adulta en
cambio, esta concentracién es inferior, siendo de 50 ppm aproximadamente. De nuevo
en humanos, del total de hierro corporal el 65% estd en forma de hemoglobina. Es por

tanto un elemento cuya principal utilidad en el organismo es la sintesis de
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hemoglobina, aln cuando es cofactor de multitud de procesos metabdlicos en los que
actia como catalizador enzimatico (citocromos, citocromo-reductasa, catalasa,
peroxidasa, etc.). El 15%-30% del hierro se encuentra almacenado en el Sistema
Mononuclear Fagocitico (SMF) y en las células del parénquima hepatico. El exceso de
hierro se acumula especialmente en los hepatocitos y menos en las células
reticuloendoteliales de la médula ésea. En su mayoria, el hierro estd unido a
apoferritina, formando ferritina aunque una pequena parte estd en una forma muy
insoluble, la hemosiderina. Esto ultimo sucede especialmente cuando la cantidad total
de hierro del organismo es mayor que la que puede acomodar la reserva de
apoferritina. Los cimulos de hemosiderina pueden observarse mediante microscopia

Optica.

Cuando la sideremia se reduce, parte del hierro de la ferritina se libera
facilmente y se transporta en forma de transferrina. Este complejo se une fuertemente
a moléculas en la superficie de los eritroblastos, que la incorporan mediante
endocitosis. Este hierro es depositado directamente en la mitocondria, donde se

sintetiza el grupo hemo.

Aproximadamente un 4% del hierro se encuentra en forma de mioglobina, un 1%
en forma de diversos compuestos relacionados con reacciones de oxidacidn
intracelulares y un 0,1% se encuentra unido a transferrina en plasma sanguineo.
Acorde con lo que hemos dicho, el principal destinatario del hierro es la eritrona, ya

gue diariamente se producen unos 6 gramos de hemoglobinal.

Cuando los hematies son destruidos, los macrdéfagos de todo el organismo
recuperan casi inmediatamente la hemoglobina liberada, especialmente las células de
Kupffer y los macréfagos del bazo y la médula ésea. El hierro contenido en la
hemoglobina es separado de la molécula, que se degrada, y es liberado a la sangre en

la transferrina.

! Calculo realizado con la media entre hombres y mujeres del valor de referencia de la concentracién de
hemoglobina en sangre (Medline Plus, 2009). Se ha tomado un volumen total sanguineo estimado de 5
litros y una vida media de 120 dias (Guyton y Hall, 2006).
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En cuanto a las pérdidas diarias de hierro por el organismo, se estiman en 0,6 mg
de hierro diarios en el vardn, principalmente en las heces. En la mujer deben afadirse

ademas las pérdidas menstruales, que se estiman en 1,3 mg/dia.

Hasta este punto hemos hablado del metabolismo del hierro en términos
generales y bien conocidos, pero el metabolismo del hierro también estd sujeto a la
accion de las interleucinas proinflamatorias, de tal manera que mediante la
estimulacion de la hepcidina por éstas, se promueve que el hierro quede atrapado en
el SMF y en el hepatocito y no sea liberado a la sangre. Ademas la hepcidina bloquea la
actividad de la ferroportina, uniéndose a ella, internalizdndola y promoviendo su
degradacion, con lo que atrapa el hierro dentro del enterocito y es susceptible de

perderse eventualmente al descamarse éste.

El hierro contenido en el SMF se puede estimar mediante la ferritina sérica. Por
eso, en procesos inflamatorios, agudos o crénicos, la ferritina esta elevada, pese a que
la sideremia suele estar baja y pueda haber incluso anemia, configurando el cuadro
denominado “anemia de los procesos créonicos”. Por eso en estas situaciones no es
conveniente administrar hierro, puesto que realmente este metal esta en exceso en el
organismo y el exceso de hierro esta involucrado en la lesién oxidativa. El catién férrico
es capaz de producir peroxidacién lipidica y dafio celular, habiéndose sugerido que
parte de la lesién hepatica observada en la hepatopatia alcohdlica, hepatitis C o en la

hemocromatosis, obedecen al efecto lesivo del exceso de hierro (Ren et al., 2010).

En la hemocromatosis se describe ademas osteoporosis, que cldsicamente se
atribuia a la hepatopatia caracteristica de esta enfermedad y/o al hipogonadismo
acompanante. Asi, por ej. Duquenne et al. (1996) encontraron mayor prevalencia de
fracturas vertebrales en esta entidad, que se incrementaba cuando coexistia

hipogonadismo.

Ademas, en otras situaciones de sobrecarga de hierro, como es el caso de la B-
talasemia, también se encontré mayor incidencia de fracturas (Mahachoklertwattana

et al., 2003; Soliman et al., 1998), hallazgo que sustentd la hipdtesis de que el exceso
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de hierro podia afectar a la sintesis y/o mineralizacidon del hueso. Algunos autores
(Lasco et al., 2002) encuentran un incremento de la reabsorcién dsea en pacientes
talasémicos y Matsushima et al. (2003) en un modelo experimental de sobrecarga de

hierro, encuentra osteoporosis que obedece a un aumento de la reabsorcion dsea.

En un estudio preliminar de nuestro grupo, utilizando un modelo similar al
empleado en el presente trabajo, no encontramos relacion entre hierro dseo y masa
dsea, aun cuando las ratas alcohdlicas, especialmente si estaban sometidas a dieta
hipoproteica (en las que mds osteoporosis se encontraba), presentaban un aumento
significativo del hierro dseo. En cambio, Yamasaki y Hagiwara (2009) encuentran que la
sobrecarga de hierro en cultivos de osteoblastos inhibe la diferenciacion de estas
células, la actividad de la fosfatasa alcalina y el depdsito de sales cdlcicas, sugiriendo

un efecto inhibidor de la sintesis dsea.

De hecho, actualmente se piensa que el hierro suprime la sintesis dsea, siendo
discutible su efecto sobre los osteoclastos. No esta claro si esto es un efecto directo o
derivado del hipogonadismo secundario que caracteriza a las enfermedades por
depdsito de hierro (Weinberg, 2008). Schnitzler et al. (2005) encuentran en 50
pacientes subsaharianos sometidos a biopsia de cresta iliaca que el exceso de hierro —
presente en un 88% de sus pacientes— guardaba una relacidn significativa con la masa
Osea y con un descenso del osteoide. Aun cuando la mayor parte de los enfermos eran
alcohdlicos, los autores concluyen que tanto la sobrecarga férrica como el déficit de
acido ascérbico y el exceso de alcohol, contribuyen a la osteoporosis, debido a un
incremento de la reabsorcidn. Esta observacion concuerda con datos recientes que
sugieren que la osteoporosis en la talasemia, encontrada en esta serie en el 35% de los
pacientes, obedece a activacion del Sistema Osteoprotegerina-RANKL (activacion

osteoclastos) involucrado en la actividad osteoclastica (Pietrapertosa et al., 2009).

Por lo tanto, aun cuando la mayoria de autores coincide en encontrar osteopenia
en situaciones de sobrecarga de hierro, el mecanismo intimo de la misma no es
totalmente conocido. Algunos autores han encontrado que la suplementacién con

hierro provoca osteomalacia y aumento de la actividad osteoblastica reflejado en un
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aumento de los niveles de osteocalcina, aunque la mineralizaciéon esta bloqueada

(Matsushima et al., 2003).

El modelo de Lieber-DeCarli (1989) incluye la administracién de alcohol y una
dieta hipoproteica a ratas de laboratorio, a fin de observar los efectos combinados y
relativos de ambos factores sobre alteraciones diversas en diferentes drganos diana. Es
conocido que el alcohol ejerce un efecto sobre el hierro consistente en un incremento

de su absorcidn intestinal y sobrecarga tisular del mismo.

Duane et al. (1992) encontraron un aumento al doble de la absorcién intestinal
de hierro en estudios in vivo realizados en pacientes alcohdlicos, interpretando que
este incremento obedecia a un aumento de la permeabilidad intestinal a este metal. El
hierro es lesivo para las células de Kupffer ya que aumenta en ellas la expresién de
citocinas proinflamatorias, en especial el TNF-a, quien como antes sefialamos, puede
activar al RANKL y promover la actividad osteoclastica. Se piensa que en parte la
sobrecarga de hierro obedece a un efecto inhibitorio de la expresién de hepcidina
hepatica, lo que provoca un aumento de la actividad de DMT-1 con el consiguiente

incremento de la absorcidn intestinal de este metal (Harrison-Findik et al., 2006).

Tanto hierro como alcohol ejercen un efecto sinérgico sobre la produccién de
ROS, por lo que su estudio es pertinente en un trabajo como este, en el que se baraja
la posibilidad de que la inhibicién de la lesién oxidante mediante selenio pueda
mejorar la masa ésea. Como hemos demostrado en estudios previos (Conde et al.,
1992), tanto el alcohol como la dieta hipoproteica provocan un aumento de los niveles
0seos de hierro, por lo que constituye este modelo una herramienta ideal para

estudiar el objetivo que nos hemos propuesto.

Aunque no conocemos trabajos en los que se demuestre que la administracién
de selenio mejora la osteoporosis inducida por exceso de hierro, Claster et al. (2009)

encuentran que los pacientes con talasemia eran deficitarios en selenio.



Alcohol y malnutricion sobre el metabolismo dseo. | 64
Efecto de la suplementacion dietética con selenio.

3.2 COBRE

Las necesidades diarias de cobre en pacientes con nutricién parenteral total se
calculan en 400 pg/dia. El comité de expertos de la WHO establece que 2 mg al dia de
ingesta de cobre son adecuadas para mantener un equilibrio adecuado en el adulto
(Solomons, 1980). Los alimentos mas ricos en cobre son los crustdceos y mariscos y las

visceras, seguidos de avellanas, legumbres y pasas, frutas con hueso y cacao.

Se ha estimado que el cuerpo de un adulto sano contiene aproximadamente 80
mg de cobre, aunque la variabilidad individual es alta. En general, neonatos e
individuos jovenes contienen mayores niveles que adultos de la misma especie. Estos
niveles caen de forma estable tras la lactancia y durante el periodo de crecimiento

hasta alcanzar los valores propios del adulto (Underwood, 1977).

La distribucion del cobre entre los tejidos depende de la especie, la edad y el
estado del cobre del individuo, pero parece ser que en seres humanos el higado y el
cerebro contienen similares proporciones de cobre, aunque esta es solo una pequeiia
parte del total. Otros tejidos de alto contenido en cobre son: rifiones y corazon,
ademas del cabello. El hueso por su parte presenta un contenido intermedio de este

metal.

Los diferentes tejidos responden con distinta intensidad a las variaciones en la
ingesta de cobre. Higado, rifidn, sangre, bazo, pulmén, cerebro y hueso son

particularmente reactivos ante dichos cambios.

En los glébulos rojos, en torno al 60% del cobre —incluso mas— se encuentra
unido a una proteina practicamente incolora, generalmente denominada
eritrocupreina, o con frecuencia hemocupreina. Esta proteina forma parte de un grupo
de proteinas solubles con afinidad por el cobre que pueden encontrarse en diversos
tejidos. La eritrocupreina humana posee ademas dos atomos de zinc y tiene actividad
similar a la superoxido-dismutasa (SOD), Convirtiendo dos radicales superdxido

monovalentes en agua oxigenada y oxigeno molecular con el concurso de dos
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protones. En el eritrocito, el resto del cobre no unido a eritrocupreina esta

escasamente unido a proteinas y cuando lo hace, se une de forma menos estable.

En el plasma sanguineo, el cobre se encuentra también de dos formas: la
principal, unido fuertemente a la “proteina azul de cobre” o ceruloplasmina, una a,-
globulina. En la mayoria de los mamiferos el 90% del cobre plasmatico se encuentra
unido a ceruloplasmina, encontrandose correlaciones altamente significativas entre
niveles de ceruloplasmina, cobre sérico y plasmatico y contenido total de cobre en

sangre.

La ceruloplasmina es una auténtica oxidasa (ferroxidasa) involucrada en la
utilizacidon de hierro y que aumenta la saturacién de transferrina en plasma. No juega
un papel significativo en el transporte de cobre ya que la cantidad de cobre unido a
ceruloplasmina intercambiado diariamente es pequefia en comparacién con la
cantidad absorbida en el tracto intestinal. El verdadero transportador sanguineo de
cobre es la albumina. Ademas, una pequefia proporcion del cobre plasmatico se
encuentra unido a aminodcidos y como cobre-metaloenzimas, en cantidades variables

segun el estado del cobre del individuo.

En mamiferos es habitual que el cobre plasmatico sea superior al contenido en
los eritrocitos. Teniendo en cuenta que el cobre plasmatico es mucho mas Iabil que el
corpuscular, este ultimo es mejor indicador del estado del cobre en el organismo que
el cobre en sangre. La concentracion normal de cobre en plasma en seres humanos
adultos es de 105,5 + 5,03 pg/100 ml para el hombre y 114 + 4,67 ug/100 ml para la

mujer (Underwood, 1977).

La concentracion plasmatica de cobre no aumenta después de las comidas ni
desciende durante el ayuno. Tampoco parece tener un patréon ciclico. Ademas, tal
como hemos comentado, estos niveles son similares en hombres y mujeres, si bien las
mujeres tienen valores discretamente mds elevados. Las mujeres que toman
anticonceptivos presentan valores aumentados de cobre. En apariencia, dicho

fendmeno es debido a un efecto estrogénico, ya que la administracidon de estradiol en
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hombres y de estilbestrol en ratas también produce elevacién del cobre plasmatico.
Niveles plasmaticos elevados de cobre han sido bien documentados durante el
embarazo humano. Estos niveles volvieron a la normalidad a las pocas semanas tras el
parto. En seres humanos, el neonato a término posee aproximadamente un tercio de
los niveles plasmaticos de cobre observados en el adulto, presentando una elevacién
no lineal hasta la edad adulta a diferencia del cobre total en sangre, que ya ha sido

comentado (Underwood, 1977).

Ingestas insuficientes de cobre se correlacionan con niveles bajos de cobre en
sangre en seres humanos. Algunas sustancias disminuyen la absorcion de cobre vy
pueden disminuir su concentracién en plasma cuando son ingeridos en altas

cantidades o influir en su absorcion de forma variable.

Incrementos moderados en la ingesta de cobre en dietas normales parecen tener
escaso efecto en los niveles sanguineos de cobre. Se requieren ingestas muy elevadas,
tal como 750 ppm para producir hipercupremia grave en cerdos, si bien esta puede ser
prevenida si dicha ingesta se acompana de 500 ppm de zinc. En las fases finales del
envenenamiento por cobre, el nivel sanguineo de este metal puede ser hasta 10 veces

el valor normal (Underwood, 1977).

La hipocupremia se asocia a nefrosis y Enfermedad de Wilson. También se da en
Kwashiorkor y en fibrosis quistica, asociada al déficit de ingesta de proteinas. Pacientes
nefréticos y aquellos que padecen la Enfermedad de Wilson muestran niveles séricos
de cobre en torno a la mitad de lo normal. En esta enfermedad existe una correlaciéon
entre la cupremia y los niveles de ceruloplasmina, que se encuentra en el limite bajo
de la normalidad, aunque algunos individuos sanos muestran niveles de

ceruloplasmina anormalmente bajos.

Niveles bajos de cobre en sangre y ceruloplasmina han sido hallados también en
pacientes afectos de Sindrome de Menkes. Esta entidad, caracterizada por cambios

degenerativos en el cerebro y arterias, alteraciones en el cabello y lesiones éseas; se
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produce a causa de la deficiencia de cobre secundaria a un defecto ligado al X de la

proteina intestinal transportadora de cobre (Underwood, 1977).

La mayoria de las infecciones agudas o crdnicas, bacterianas o viricas en seres
humanos producen hipercupremia. También puede darse en la leucemia, Enfermedad
de Hodgkin, anemias, colagenopatias, hemocromatosis e infarto miocdrdico. Tanto el
cobre sérico como la ceruloplasmina se ven elevadas en el establecimiento de los
sintomas durante la infeccidn, asociandose a redistribucién del metal desde el higado a
la sangre, posiblemente debido a citocinas, que estimularia el higado para la sintesis
de cantidades adicionales de ceruloplasmina. También se eleva el cobre sérico en

pacientes afectos de pelagra (Underwood, 1977).

El cobre es absorbido en el estdmago y en todo el intestino delgado,
especialmente en la parte alta del mismo. En la mayoria de las especies la proporcion
absorbida es baja y es influenciada por la edad del individuo y por la cantidad vy la
forma quimica del cobre ingerido, y por los niveles en la dieta de otros iones metdlicos
y sustancias organicas, de modo que complejos pequefios y estables pueden aumentar
la absorcidn intestinal de este metal. Algunos factores dietéticos inorganicos pueden
influenciar de forma notable la absorcién de cobre. Entre estos se incluyen
principalmente calcio, cadmio, zinc, hierro, plomo, plata, ademdas de molibdeno y

azufre administrados conjuntamente (Underwood, 1977).

Existen evidencias de que la absorcion de cobre en el intestino es regulada segin
las necesidades de cobre del organismo, al menos cuando la ingesta es escasa. En ratas
y ratones se ha observado que la absorcidn aumenta con el déficit plasmatico de cobre
asi como con la baja ingesta. La absorcion aumenta de forma paralela a la ingesta
hasta alcanzar un punto de “saturacion” en la que deja de aumentar (Underwood,

1977).

El cobre que accede al plasma sanguineo procedente del intestino se adhiere de
forma laxa a la albumina y aminodacidos, siendo de esta forma distribuido ampliamente

a lo largo del organismo y pudiendo acceder asi a los eritrocitos. Este almacén
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plasmatico también recibe cobre de los tejidos. Recordemos que la ceruloplasmina
sérica tiene una tasa de unién al cobre demasiado lenta para suponer un buen método
de transporte de este metal, por lo que no juega un papel principal en dicho

transporte.

El higado es el principal 6rgano encargado del almacenamiento del cobre y un
organo diana en el metabolismo de este metal. A su llegada a este drgano, el cobre se
distribuye de forma variable por nucleos, mitocondrias, microsomas y otras
localizaciones celulares. En este punto, el cobre se almacena o se libera para su unién a
eritrocupreina (sintetizada en la médula dsea), ceruloplasmina (de sintesis hepatica) o
alguna de las numerosas cuproenzimas. El higado es ademas el principal érgano
involucrado en la eliminacién de cobre, que es excretado por la via biliar. En cuanto a
la excrecién de cobre, se ha estimado que de los 2-5 mg de cobre ingeridos
diariamente por una persona, 0,6-1,6 mg (32%) son absorbidos, 0,5-1,3 mg son
excretados por la bilis, 0,1-0,3 mg pasan a través del intestino y 0,01-0,06 mg son

eliminados por la orina (Underwood, 1977).

Pérdidas insignificantes de cobre han sido halladas en sudor. En el flujo
menstrual normal se producen también pérdidas de cobre que se estiman en una
media de 0,5 mg de cobre por periodo, lo que supone un mejor balance durante la

menstruacién que el que se produce en el caso del hierro (Underwood, 1977).

El déficit de cobre mantenido produce anemia y disminucion del nimero de

reticulocitos, disminuyendo también la vida media del eritrocito.

La deficiencia de cobre produce alteracién de la capacidad para absorber hierro,
movilizarlo desde los tejidos y utilizarlo en la sintesis de hemoglobina. En estos casos,
el hierro también se acumula en la mucosa duodenal y existe alteracion de su
transporte hacia el plasma. La liberacion de hierro al plasma desde el SRE, el
parénguima hepatico y los normoblastos requiere del concurso de la ceruloplasmina.
Esta proteina acelera enormemente la oxidacidon del hierro ferroso a férrico, y de ella

depende la formacién de transferrina-Fe*'. Sin ella, la tasa de oxidacidon del hierro en



Introduccion | 69

plasma es insuficiente para las demandas de los tejidos eritropoyéticos y el desarrollo

normal de los reticulocitos (Underwood, 1977).

Alteraciones en el equilibrio del cobre se relacionan también con otras
enfermedades tanto humanas como veterinarias, como son la ataxia neonatal,
acromotriquia, defectos en la queratinizacion (Sindrome de Menkes), infertilidad,
alteraciones cardiovasculares y del metabolismo de acidos grasos. Por otra parte, es
bien conocida la enfermedad de Wilson, que produce acumulacidn de cobre en higado,

cerebro, rifdn y cérnea.

Si bien es infrecuente, la intoxicacion por cobre puede producir vémitos, dolor
abdominal, diarrea e ictericia. Asimismo, el contacto con grandes cantidades de cobre
puede ocasionar decoloracién del cabello (verde). Los sintomas pueden abarcar:
anemia, sensacioén de ardor, escalofrios, convulsiones, diarrea (a menudo con sangrey
puede ser de color azul), fiebre, insuficiencia hepatica, sabor metalico, dolores
musculares, nduseas, oligo-anuria, dolor, shock, vémitos, debilidad (Heller y Zieve,

2010).

Recordemos que el hueso estd formado por una estructura coldgena (osteoide)
sobre la que se depositan sales de hidroxiapatita. La matriz colagena del hueso, al igual
gue otros tipos de colageno, precisa del enzima lisil-oxidasa para su sintesis. La lisil-
oxidasa —enzima que contiene cobre— cataliza el entrecruzamiento de lisina e
hidroxiprolina en la coldgena contribuyendo a la fuerza mecanica y tenacidad de las
fibras de coldgena. Se ha observado que la deficiencia de cobre provoca una
disminucién en la resistencia del hueso en modelos animales (Jonas et al., 1993) y
humanos, habiéndose descrito alteraciones oOseas similares a las halladas en el

escorbuto (Zelkowitz et al., 1980).

No obstante, como pasa con el resto de oligoelementos, los resultados son
dispares. Por ejemplo Mutlu et al. (2007) no encuentran diferencias en los niveles de
cobre sérico entre mujeres postmenopdausicas con o sin osteoporosis, resultado

parecido al de Odabasi et al. (2008), quienes tampoco encuentran diferencias entre los
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niveles séricos de cobre en 77 mujeres osteopordticas en relacidon con controles.
Conlan et al. (1990) encuentran niveles descendidos de cobre en individuos con
fractura de cadera, y Howard et al. (1992) lo encuentran en individuos con bajo BMD.
Por el contrario, Milachowski et al. (1980) no encuentran diferencias en los niveles de
cobre en individuos con y sin fractura de cadera. Sin embargo se sabe que los niveles
de cobre pueden no reflejar el depdsito real de cobre del organismo (Danzeisen et al.,
2007). Klevay y Wildman en (2002) no encuentran relacidn entre los niveles éseos de
cobre y osteoporosis en un modelo experimental; y Lappalainen et al. (1982)
encuentran que el cobre dseo era similar en individuos osteopordticos y no
osteoporéticos. Por otra parte, en nifios que sufrieron déficit nutricional de cobre
aparece osteoporosis y retraso en el crecimiento 6seo, acompaifiado de mdultiples
fracturas, que respondieron de forma espectacular al tratamiento mediante
suplementacién con cobre (Schmidt et al., 1991). Resultados superponibles, son los
referidos por Velin et al. (1989) en un nifio prematuro afecto de déficit de cobre. Por el
contrario, Kaji et al. (1988) en embriones de pollo, encuentran que la suplementacion

con cobre desplaza el depésito de calcio en la diafisis, generando osteoporosis.

En los sindromes de deficiencia de cobre que debutan en la infancia se ha
encontrado anomalias del desarrollo de las metdfisis, adelgazamiento cortical y
reaccién peridstica, habiéndose descrito también fracturas patoldgicas (al-Rashid y
Spangler, 1971). De hecho en nifios con déficit de cobre se ha descrito un cuadro
esquelético parecido al escorbuto con osteoporosis, formacion de escaras, calcificacidon

de tejidos blandos y espolones metafisarios.

Tal como hemos comentado, la similitud del déficit de cobre con el escorbuto ha
suscitado que se haya pensado en que el déficit de cobre afecta a la actividad de una
cuproenzima, la ascorbato-oxidasa. Lo que parece claro es que el cobre es un
elemento esencial para la formacion de hueso, siendo al parecer relevante —aunque
no exclusivo— su efecto sobre el entrecruzamiento de las fibras de colagena (Karcioglu,
1980). Diversos autores han estudiado el efecto de los suplementos de cobre sobre el
hueso, existiendo un acuerdo general, aunque no unanime (Yee et al., 1995), de que

los suplementos de cobre benefician o mejoran la osteopenia en diversas situaciones,
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como osteopenia inducida por ovariectomia en ratas (Rico et al., 2000; Lowe et al.,

2002; Klevay, 1998).

Se sabe que ademas del entrecruzamiento de las fibras de colageno, el déficit
experimental de cobre altera y retrasa la formacién de hueso nuevo, el hueso cortical
recién sintetizado es anormalmente fino, mientras que el hueso trabecular se
caracteriza por trabéculas adelgazadas y disminucion global de la masa dsea

(Karcioglu, 1980).

Otro aspecto que no se puede olvidar del metabolismo del cobre es su funcién
como cofactor de la Superdxido Dismutasa (SOD). La SOD cataliza la unién de dos
aniones superdxido -extremadamente reactivos- en molécula de agua oxigenada y

oxigeno:
O,y +0, + 2H" — H,O, + O,

El agua oxigenada es mucho menos lesiva que el anién superdxido, por lo que el
cobre es otro elemento importante en la cadena antioxidante. Tal vez ese efecto
pudiera estar relacionado también con los beneficios sobre la estructura dsea que

comentamos previamente.

La sintesis del grupo prostético de la SOD, el hemo, es una de las principales
funciones del cobre. Se ha encontrado descenso en la actividad de la citocromo
oxidasa en centros de osificacion —ademas de en otros tejidos— como resultado de fallo
en la sintesis del grupo hemo. También se ha relacionado el déficit de cobre con bajo

nivel de actividad osteoblastica (Karcioglu, 1980).

La accion del etanol sobre el cobre éseo es discutida. Algunos autores no han
encontrado que el cobre dseo se modifique por la accidon del etanol (Bogden et al.,
1984; Gonzalez-Reimers et al., 1998). Sin embargo otros encontraron un descenso del
cobre dseo en ratas alimentadas con etanol, descenso que era paralelo a la

disminucion de la masa dsea (Preedy et al., 1991).
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Si parte del efecto beneficioso del cobre en el hueso puede depender de su
accion antioxidante, se puede formular la hipdtesis de que tal vez la accion
concomitante del selenio pueda potenciar su accién sobre el hueso. Esto constituye

uno de los objetivos del presente trabajo.

3.3 MIANGANESO

Las necesidades de Manganeso de un adulto sano se estiman entre 2-5 mg
(Underwood, 1977). Las dietas humanas comunes contienen manganeso en
abundancia, encontrandose en frutos secos, cereales, tubérculos, frutas, vegetales sin

hoja y tejidos y fluidos animales, principalmente.

El contenido de manganeso del organismo es muy inferior al de los elementos
hasta ahora analizados, por lo que sus efectos metabdlicos son también peor
conocidos. Se estima que un ser humano de 70 Kg de peso contiene en su cuerpo entre
12 y 20 mg de manganeso distribuidos de forma mds o menos uniforme. Se
encuentran variaciones relativamente pequefias entre d6rganos o con la edad

(Underwood, 1977).

Lo que si es cierto es que el manganeso estd mdas concentrado en las
mitocondrias, por lo que tiende a ser mas alta su concentracidn en tejidos que
contienen a estas en abundancia. Asi, huesos, higado y rifidn poseen habitualmente
mayor carga de manganeso que otros tejidos. Los niveles de manganeso en hueso
pueden modificarse variando sustancialmente la ingesta de este metal (Underwood,

1977).

La concentracion en sangre de este metal parece variar ampliamente en
humanos sanos: desde 8,45 pg/L hasta 69 pg/L, aproximadamente; encontrandose
ademas resultados controvertidos en su distribucion entre plasma y eritrocitos.

Eventos isquémicos coronarios agudos parecen aumentar el manganeso en sangre
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hasta el doble de los niveles normales, elevacién que puede persistir hasta varias
semanas después. También puede encontrarse aumento de los niveles de manganeso
eritrocitarios en pacientes afectos de Artritis Reumatoide. Se han hallado indicios de la
influencia de estrégenos sobre los niveles de manganeso en plasma de gallinas

(Underwood, 1977).

La absorcién intestinal de manganeso es de solo un 3-4%. Esta se produce por
igual a lo largo de practicamente todo el tracto digestivo por un mecanismo de dos
pasos que incluye la captaciéon desde la luz intestinal y su posterior transferencia a
través de las células de la mucosa intestinal. Estos dos procesos operan
simultdaneamente, con el manganeso compitiendo con hierro y cobre en ambos casos.
De hecho, la absorcién de manganeso parece estar aumentada en casos de déficit de
hierro, disminuyendo a su vez con la administracién oral de hierro. Resulta aparente
gue los mecanismos de absorcidon del manganeso y el hierro resultan similares, no asi

sus mecanismos de excrecién (Underwood, 1977)

Si bien no se han encontrado diferencias en la absorcién de manganeso en
distintas formas quimicas, existen algunas evidencias que apoyan que el calcio
disminuye el manganeso disponible en la luz intestinal por adsorcién del mismo y

ademas dificulta su retencién hepdtica (Underwood, 1977).

La alimentacidn con etanol ha demostrado incrementar el manganeso hepatico.
Aparentemente esto se debe a un incremento significativo en la absorcién,
doblandola, mediada por el metabolismo del etanol en el intestino (Underwood,

1977).

El manganeso absorbido en la circulacidon portal puede permanecer libre, o bien
rapidamente unirse a a,-macroglobulina antes de atravesar el higado, donde la mayor
parte de este manganeso unido a proteina es extraido, permaneciendo solo una
pequefia parte unido a la a-macroglobulina, que pasard a la circulacién sistémica,

siendo oxidado a estado manganico y unido a transferrina (Underwood, 1977).
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El aclaramiento del manganeso sucede en tres fases. La primera, similar a otros
iones pequefios, sugiere movimiento normal del ion por transcapilaridad; la segunda
fase consiste en la entrada del metal en las mitocondrias; la tercera, mas lenta debido
a la baja tasa de recambio de los nucleos celulares, consiste en la entrada de
manganeso en estos. Los patrones de aclaramiento sanguineo y de captacién de
manganeso en el higado son similares, indicando que ambas reservas entran

rapidamente en equilibrio (Underwood, 1977).

Una fraccion importante del manganeso absorbido en el tracto digestivo aparece
prontamente en la bilis, siendo excretado con las heces. Aunque parece que en los
bdvidos la excrecién de manganeso tiene lugar por secrecién intestinal, se interpreta
gue este mecanismo juega un papel secundario en la homeostasis del manganeso. El
manganeso absorbido es excretado practicamente en su totalidad por la via intestinal
por varias rutas independientes que se combinan proveyendo un mecanismo eficiente
para mantener la homeostasis de este metal. En condiciones normales, el flujo biliar
constituye la principal via de excreciéon. La concentracion de manganeso en este fluido
puede alcanzar hasta 10 veces o mas los valores normales ante situaciones de
sobreingesta de este metal. En caso de bloqueo de la via biliar o situaciones de
sobrecarga, la secrecidon pancredtica aumenta. También se produce excrecidon de
manganeso en duodeno y yeyuno, y en menor cuantia en ileon terminal, aunque estas
son rutas auxiliares. En condiciones normales este metal se excreta escasamente en

orina (Underwood, 1977).

Existen hallazgos que sostienen que la regulacién homeostatica de este metal se
produce en gran medida por regulacién de la excrecién. Aunque parece que la
absorcion también desempefia un papel importante en su homeostasis (Underwood,

1977).

Se ha demostrado déficit de manganeso en diversos animales, adquirido de
forma natural a causa de ciertas dietas. También ha sido observado en seres humanos
en asociacion a déficit de vitamina K. Las manifestaciones de este déficit dependen del

grado y duraciéon del mismo y de la edad y estado de desarrollo del sujeto. Las
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principales manifestaciones son: alteraciones de la funcién reproductiva, ataxia del
recién nacido, defectos en el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono, defectos

en el crecimiento y anormalidades esqueléticas.

Como comentdbamos, hay datos que sugieren que la deficiencia de manganeso
provocada artificialmente en modelos experimentales de animales recién nacidos se
asocia a retraso en el crecimiento dseo y alteraciones de la configuracion del crdneo,
habiéndose descrito también arqueamiento de las patas e incapacidad para la
deambulacién en diversos tipos de modelos animales con afectacién importante del
cartilago de crecimiento. En estos modelos, al parecer la mineralizacion no estaba
afectada, lo que enfocd la investigacidn a analizar los efectos del déficit de manganeso
sobre la sintesis de la matriz organica del cartilago, habiéndose demostrado que hay
defectuosa sintesis de los mucopolisacaridos del tipo condroitin sulfato. Se sabe
actualmente que esta reduccién del contenido de mucopolisacaridos del osteoide se
debe a una defectuosa actividad de la glicosil-transferasa, enzima manganeso-
dependiente (Leach, Jr. et al., 1969). Esta defectuosa sintesis de la matriz osteoide
justifica que el déficit prolongado de manganeso se asocie a osteoporosis en modelos
de ratas. La defectuosa actividad de esta enzima afecta también a otras estructuras
como por ejemplo los glicosaminoglicanos de la pared adrtica, seriamente afectada en

las situaciones de déficit de manganeso (Kalea et al., 2006).

Rico et al. (2000) encontraron niveles descendidos de manganeso en individuos
con osteoporosis. Sin embargo otros estudios que han tratado de encontrar
diferencias en los niveles de manganeso en relacién con la presencia o no de
osteoporosis, han arrojado resultados negativos. Asi Bureau et al. (2002) no
encuentran diferencias significativas en los niveles de manganeso en mujeres
postmenopdusicas sometidas a tratamiento hormonal. Preisinger et al. (1995) no
encuentran diferencias en la ingesta de manganeso entre mujeres con y sin

osteoporosis.

De forma parecida al cobre, el manganeso es también un cofactor de la SOD, por

lo que también su déficit podria jugar un papel en la lesién oxidante asociada al
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consumo de alcohol y de esa forma influir en la osteopatia del alcohdlico. Con respecto
al manganeso, es especialmente relevante considerar ademas el estado nutricional y el
aporte de proteinas, ya que como el zinc, es un elemento fuertemente ligado a

proteinas animales.

El manganeso es de los oligoelementos menos toéxicos para los mamiferos. La
intoxicacion por manganeso retarda el crecimiento y disminuye el apetito, con
disminucion del peso corporal. Los efectos adversos sobre el crecimiento parecen
deberse principalmente a dicha disminucién del apetito. También se ha encontrado
disminucién de niveles plasmaticos de hierro en un experimento llevado a cabo en
ovejas intoxicadas con manganeso (Underwood, 1977). Sin duda, esto se debe a la
interaccion competitiva en la absorcién intestinal de estos dos metales, tal como se ha

comentado previamente.

El envenenamiento crénico por manganeso es como poco, infrecuente en seres
humanos, especialmente el causado por ingesta excesiva. Sin embargo, en ocasiones
ocurre en mineros que trabajan en la extraccién de este metal, que inhalan enormes
cantidades de polvo de éxido de manganeso ademas de ingerirlo por contaminacion
de su entorno. Los pulmones actlan como reservorio que mantiene una absorcion
continua. Este envenenamiento se caracteriza por una alteracion psiquiatrica grave
(locura mangdnica) que recuerda a la esquizofrenia, seguida de una alteracién
neuroldgica permanente e incapacitante similar a la Enfermedad de Parkinson

(Underwood, 1977).

3.4 ZINC

Los requerimientos minimos de este metal en humanos varian segun la dieta,
condiciones climaticas y el estrés organico. La Academia Nacional de Ciencias (EEUU)
recomienda 3-5 mg/dia para nifios hasta 10 afios; 10mg para hombres entre 11-51

afos; 15 mg para mujeres de la misma edad; 20 mg para embarazadas y 25 mg para
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mujeres en periodo de lactancia. Un adulto sano ingiere normalmente unos 10-15 mg

de zinc al dia (Underwood, 1977).

Las fuentes mas ricas de zinc son las ostras y en menor medida otros alimentos

procedentes del mar, la carne, los cereales (en grano) y las avellanas.

El cuerpo humano contiene de 1,4 a 2,3 g 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% (Underwood, 1977).

El zinc esta presente en la sangre, tanto en el plasma como en sus elementos
formes. El 30-40% del zinc contenido en plasma se encuentra firmemente unido a una
o,-macroglobulina y el 60-70% lo estd, aunque de forma mads laxa, a la albumina. Casi
todo el zinc de los eritrocitos se encuentra en la anhidrasa carbdnica, junto con una
pequeia fraccidn asociada a otras enzimas. El 75-88% del zinc total en sangre humana
se encuentra en los eritrocitos, el 12-22% en el plasma y el 3% en leucocitos. La
concentracion de zinc en suero humano es superior a la del plasma en
aproximadamente un 16%. Este incremento se debe en gran medida a la destruccién
de las plaquetas durante la coagulacion, a un leve aumento de la solubilidad y una

pequefia parte debida a hemdlisis (Underwood, 1977).

En recién nacidos, el contenido de zinc de los eritrocitos es solo una cuarta parte
del hallado en adultos, aumentando progresivamente hasta los 12 aifos. Se presupone
gue esto se debe a la escasa cantidad de anhidrasa carbdnica presente en los

eritrocitos de neonatos y prematuros.

En adultos sanos, los valores de zinc en sangre son los siguientes: 8,8 + 0,2 ug/ml
de zinc en sangre, 1,21 + 0,19 pg/ml en plasma y 14,4 + 2,7 ug/ml en eritrocitos. Las
variaciones diarias de un mismo individuo, ademas de pequeiias, presentan un ritmo
circadiano relacionado con la ingesta de alimentos. El contenido en plasma de este
metal desciende a los niveles de ayuno tres horas después de la ingesta (Underwood,

1977). Se han encontrado diferencias regionales en EEUU en cuanto a los niveles en
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plasma de zinc en hombres sanos, presumiblemente reflejando diferencias dietéticas

en la ingesta de este metal (Underwood, 1977).

Los niveles de zinc en plasma caen en mujeres en el embarazo avanzado asi

como con la toma de anticonceptivos (Underwood, 1977).

Ingestas cuantiosas de zinc incrementan en gran medida la cantidad total en
sangre y la concentracion plasmatica de zinc en ratas y otros mamiferos. Lo contrario
sucede en animales alimentados con dietas deficientes en este metal. La caida de los
niveles plasmaticos de zinc es muy marcada en el primer dia, haciéndose menos brusca
hasta el 52 dia de déficit y en adelante se estabiliza. La adiciéon de zinc restaura los

valores a la normalidad (Underwood, 1977).

Enfermedad y estrés producen cambios de la concentracidon en sangre de este
metal. Se han hallado valores inferiores a lo normal en pacientes con tumores
malignos, aterosclerosis, enfermedad hepatica (incluyendo cirrosis hepatica
alcohdlica), tuberculosis y lepra, anemia perniciosa no tratada, infecciones crénicas o
agudas, lesidn tisular y presencia de endotoxina de forma dosis dependiente. También
la administraciéon de grandes dosis de corticosteroides a pacientes con estrés
quirurgico o quemados, que presentaban bajo gasto cardiaco produjo un descenso

rapido y sostenido del nivel de zinc en suero (Underwood, 1977).

El zinc es absorbido principalmente en el intestino delgado, presentando escasa
absorcién en estdmago o intestino grueso. El control homeostatico del zinc corporal es
alcanzado, en parte, a través de la regulacién de la absorcion. La captacién se lleva a
cabo por medio de una proteina de unién al zinc, secretada por el pancreas,
transportada a través de las microvellosidades al interior de la célula epitelial, y
transferida al lado plasmatico de la membrana basolateral por medio de sitios de
union especificos. Ya aqui, se uniria al a albumina plasmatica. La cantidad de zinc unido
a albumina en el plasma determinaria la cantidad de zinc que se libera de la membrana
basolateral, y por tanto la cantidad de zinc que entra en el organismo (Underwood,

1977).
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Se sabe que el zinc de la dieta es secuestrado en el interior de las células
epiteliales intestinales por proteinas de unién formadas en respuesta al propio zinc, de
esta manera, inhiben su transferencia a la albumina sérica y permiten la excrecién del
zinc secuestrado mediante la descamacidn del epitelio mucoso. El calcio, el cobre y
otros metales inhiben la absorcién de zinc, al menos en parte, compitiendo por los
sitios de unidn de la albumina. La competicién por la union a la proteina secretada por
el pancreas constituiria otra oportunidad para inhibir la absorcién de zinc (Underwood,

1977).

La absorcion de zinc varia con la concentracién en la dieta y con la presencia de
otros componentes de la misma. También hay resultados contradictorios respecto a

variacion de la absorcién con la edad (Underwood, 1977).

Como mencionamos anteriormente, el calcio interfiere con la absorcion de zinc,
por lo que una ingesta baja de calcio favorece su absorcién. Ademas, la reabsorcién
dsea producida por la ingesta deficiente de calcio produce movilizacién del zinc éseo,
disminuyendo los efectos de su déficit. El zinc éseo sdlo es movilizado en condiciones
de destruccién del hueso, fisiolégicas o no, y una vez es liberado es utilizado

inmediatamente en procesos metabdlicos (Underwood, 1977).

También la ingesta elevada de fosfato inorganico agrava el déficit de zinc en
ratas. Su efecto parece ser independiente y aditivo al del calcio. Se ha establecido
claramente una accion independiente del fésforo en la absorcion de zinc. Ademas, la
forma quimica del zinc ingerido influye sobre la disponibilidad del mismo para el
organismo. Asi, es igualmente bien absorbido como 6éxido, carbonato, sulfato o en
forma metalica; sin embargo, el sulfuro de zinc, y el éxido de zinc junto a hierro y
manganeso, demostraron ser aportes de zinc mucho menos absorbibles. También los
fitatos disminuyen la absorcion de zinc uniéndose a él y dificultando su absorcién. Por
otro lado, la caseina y extractos de higado pueden aumentar la absorcidon de este

metal, asi como mejorar su utilizacion (Underwood, 1977).
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Otros factores han probado ser relevantes en la absorcion de zinc, como son la
cantidad de alimento del individuo, la velocidad del transito intestinal y la etapa de

crecimiento (Underwood, 1977).

Ya se ha comentado con anterioridad el antagonismo existente entre zinc y cobre
en cuanto a la absorcidn intestinal de estos metales. Parece que este se halla a nivel de
la transferencia desde la mucosa al plasma. Lo mismo sucede con otros metales

divalentes (Underwood, 1977).

En cuanto a la excrecién de este metal, ocurre principalmente por las heces. La
mayor parte del zinc que encontramos en heces proviene de la dieta, no habiéndose
absorbido hasta el 70%, tanto en dietas de alto contenido en zinc, como de contenido
normal. Ademas, una cantidad de origen enddgeno es secretada hacia el intestino
delgado. Se sabe también que pequefias cantidades de zinc son secretadas hacia la
bilis, el ciego y el colon. Aproximadamente un 0,25-0,3% del zinc administrado por via
oral es excretado en la orina. Normalmente en humanos adultos esta cantidad
corresponde a 0,3-0,6 mg/dia. Este patrén de excrecion es similar en dietas muy ricas

en zinc y también en dietas con contenido normal de este metal (Underwood, 1977).

En dietas pobres en zinc la excrecién se reduce, poniendo de manifiesto la
contribucién de este mecanismo al control homeostético de este elemento, alcanzado
principalmente mediante el aumento de la absorcién, tal como se ha comentado

previamente (Underwood, 1977).

La excrecion urinaria de zinc aumenta en algunas situaciones como la nefrosis, la
cirrosis hepdtica alcohdlica, y la porfiria hepdtica. También puede observarse este
hecho en la inanicién absoluta y en la administracion de sustancias quelantes como
DTPA y EDTA (dcidos dietilen-triaminopentaacético y etilen-dinitrilo-tetraacético,

respectivamente; Underwood, 1977).

El sudor puede constituir una fuente importante de excreciéon de zinc, con una
media de 1,15 + 0,30 ug/ml, pudiéndose llegar a excretar unos 4 mg de zinc al dia en

individuos de climas tropicales. Esta cantidad se reduce aproximadamente a la mitad
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en pacientes con déficit de zinc. La mayor parte de este zinc se encuentra en la fase
acuosa, no asociado a elementos celulares, como sucede con el hierro (Underwood,

1977).

Las pérdidas menstruales de este metal apenas parecen ser significativas,
estimandose en unos 450 pg/periodo, unos 15 pg/dia, lo que supone una milésima

parte de la ingesta normal (Underwood, 1977).

El zinc absorbido por el intestino es transportado al higado unido a transferrina
en el plasma del sistema portal. En plasma venoso el zinc estd unido en su mayoria a la
albumina y en pequeiias cantidades a la transferrina y otras a,-macroglobulinas. Este
zinc es incorporado a velocidad variable a los diversos tejidos, revelando tasas de
recambio diferentes; asi, la captacién de este metal por el tejido 6seo es lenta y
permanece en este tejido por largos periodos. Este zinc normalmente no estd
disponible de forma rapida para su uso metabdlico, al contrario que el que se halla en

pancreas, higado, rifién o bazo (Underwood, 1977).

El principal 6rgano involucrado en el metabolismo del zinc es el higado, en cuyo
citosol abundan sustancias afines por el zinc (y el cobre). La cantidad y proporcién de
estas varia segun el estado de la reserva de zinc. El incremento de la cantidad de zinc
hepatico se ha asociado a la cantidad de este metal que se encuentra en forma de
metalotioneina o metalotioneina-like. Estas proteinas aumentan proporcionalmente al
aumento de la entrada de zinc al organismo. Asi, el papel de la metalotioneina como
reserva proteica de zinc es analogo al de la ferritina para el hierro. La labilidad de esta
unién hace posible su funcion como almacén temporal previo a su utilizaciéon en
funciones metabdlicas esenciales. La union del zinc a estas proteinas en las células de
la mucosa intestinal en situaciones de sobrecarga de zinc previene que se una a la

albumina, contribuyendo asi al control metabdlico de este metal (Underwood, 1977).

El zinc se une rapidamente en plasma a las proteinas del mismo, pero entra a

formar parte de los elementos formes de la sangre mas lentamente. El aclaramiento
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también sigue este patron. También es transportado rapidamente a través de la

placenta (Underwood, 1977).

Son muchas las alteraciones que se producen a causa del déficit de zinc, como
alteraciones en el crecimiento y en el desarrollo esquelético, en el apetito, gusto,
queratogénesis, reproduccion, cicatrizacién, desarrollo cerebral y comportamiento, y
metabolismo de proteinas, carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos; también produce
alteracion de funciones enzimdticas, cambios hematolégicos y desarrollo de
ateroesclerosis (Underwood, 1977). De las mds relevantes para este trabajo se hablara

a continuacion.

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 ésea) y las colagenasas (esenciales para el desarrollo de la estructura de
colagena del hueso). Ademds, hay estudios que demuestran que el aporte de zinc

aumenta el crecimiento éseo (Diaz-Gémez et al., 2003).

El déficit de zinc, por otro lado, provoca un deterioro en la sintesis de ADN y del
metabolismo proteico. Enzimas como la ARN polimerasa y ADN polimerasa, relevantes
para la divisién celular y la sintesis proteica, son zinc-metaloenzimas, cuya actividad
enzimatica depende de la presencia de zinc. Ademds, muchas otras dipeptidasas,
decarboxilasas y deaminasas importantes en el metabolismo de los aminodcidos,
necesitan zinc como cofactor; y finalmente debe resaltarse el efecto inhibitorio del zinc
sobre la actividad de la prolil-hidroxilasa, enzima que juega un papel esencial en la
sintesis de coldgena. Se ha atribuido al déficit de zinc propio del alcohdlico un papel
importante en la progresion de la hepatopatia etilica (Kang et al., 2009). De forma
parecida al selenio, la mayor parte de los autores han encontrado déficit de zinc en el
alcohdlico crénico, especialmente si se asocia a cirrosis hepatica (Sullivan y Heaney,

1970).

El déficit de zinc altera el crecimiento del hueso debido fundamentalmente a una

disminuciéon de la actividad osteoblastica. Los primeros estudios relativos al déficit de
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zinc se realizan en aves y mamiferos en crecimiento, observandose una defectuosa
condrogénesis, atrofia del cartilago epifisario y disminucién de la actividad mitdtica de
los condrocitos. Eso provoca que el crecimiento de los huesos largos se vea
comprometido, observandose una talla reducida y un incremento de la anchura de los
huesos. Estas alteraciones en mamiferos son parecidas a las que se observan en el
déficit de manganeso. El déficit de zinc ejerce un efecto directo sobre el osteoblasto.
De hecho se ha observado que el zinc es cofactor necesario para la accién de la IGF-1y
existen datos en humanos en los cuales el aporte de zinc incrementa el crecimiento

fetal (Diaz-Gomez et al., 2003; Merialdi et al., 2004).

Al margen del efecto directo que pueda ejercer el zinc sobre el osteoblasto y el
crecimiento éseo, hay que considerar otras vias tedricas por las que el zinc pueda
influir sobre el hueso. Por una parte, el zinc es imprescindible para la funcién gonadal,
de tal manera que el déficit de zinc provoca atrofia testicular y alteracién de la
espermatogénesis; también ejerce una funcién importante como antioxidante, por lo
que su déficit podria causar aumento del dafio oxidativo, y activacién de osteoclastos
por medio de RANKL; y por otra parte, es ademas cofactor de multitud de enzimas

involucradas en la sintesis proteica, por lo que su déficit afecta al desarrollo muscular.

Las hormonas gonadales son necesarias para el normal desarrollo del hueso y del
musculo, relaciondndose a nivel experimental el déficit de testosterona con la
disminucién de la masa 6sea en modelos de ratas alimentadas segun el esquema de
Lieber-DeCarli (Molina-Pérez et al., 2000). Por otro lado, una adecuada masa muscular,
por el efecto de traccidn sobre el hueso, incrementa la masa ésea; de hecho la atrofia
muscular se asocia a osteoporosis, siendo en este sentido el ejemplo mas llamativo la

osteopenia asociada a ingravidez (Aguirre et al., 2006).

Como hemos comentado el zinc es cofactor de multiples enzimas relacionadas
fundamentalmente con la sintesis proteica, aunque también es cofactor de enzimas
involucrados en los mecanismos antioxidantes, tales como la SOD y la propia GPX. El
alcance del trastorno de los mecanismos antioxidantes en las lesiones dseas inducidas

por el déficit de zinc no es conocido, aunque se sabe que la acumulacién de radicales
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libres es lesiva para la estructura y funcidn de multiples enzimas citosdlicos.
Tedricamente, el tratamiento con un cofactor antioxidante como es el selenio podria
ser de utilidad en situaciones de déficit de zinc, ya que minimizaria el déficit de
mecanismos antioxidantes. En el modelo de Lieber-DeCarli se ha observado déficit de
zinc, habiéndose postulado que el déficit de zinc puede jugar un papel en la

osteoporosis del alcohdlico (Gonzalez-Reimers et al., 2005b).

El zinc es relativamente poco toxico para mamiferos y aves, ademas, su toxicidad
varia mucho en relacién a la dieta y su contenido en otros elementos, especialmente
calcio, cobre, hierro y cadmio, por lo que resulta complicado establecer de forma
general un nivel tdéxico minimo, sin embargo, la mayoria de los autores encuentran
efectos toxicos en animales que ingieren dietas a partir de 3000 ppm de zinc. Otros, en
cambio, encuentran efectos tdoxicos en animales alimentados con dietas deficientes o
marginales en cobre, partir de 300 ppm de zinc. Esto sugiere que la mayor parte del
efecto téxico de este metal se produce por el déficit de cobre (y también de hierro)
que induce. La intoxicacién por zinc produce disminucion del crecimiento, anorexia,

anemia, hemorragias, reabsorcion fetal y alta mortalidad (Underwood, 1977).

3.5 SELENIO

El selenio es un elemento esencial cuyas necesidades minimas diarias parecen
depender de la formulacién quimica del selenio ingerido y de la naturaleza del resto de
la dieta. En general, una ingesta de 0,1 ppm basta para garantizar un aporte suficiente
en animales de granja. Es conocido que en determinados lugares de China (Provincia
de Keshan) se desarrolla una miocardiopatia en relacién con el déficit intenso de
selenio en la dieta de los habitantes de esta regién debido a la extrema pobreza de
selenio en el suelo. Se ha visto que en aves de corral se puede prevenir la aparicién de
esta miocardiopatia con dosis entre 0,17 y 0,28 ppm dependiendo de si se anade o no

vitamina E.
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Hasta 1977 se desconocia las necesidades exactas de selenio para el ser
humano. Estudios llevados a cabo en Pekin (Yang y Xia, 1995) han establecido que una
dosis de 17 pg/dia es la minima necesaria para prevenir la enfermedad de Keshan,
aunque el mantenimiento de los niveles adecuados de GPX requiere dosis de hasta 40
pg/dia. Podian aparecer signos de toxicidad con dosis superiores a 1600 ug/dia, y
desaparecian si la dosis se rebajaba a 819 + 126 pg/dia. Por todo ello se concluye que

dosis entre 400 y 600 pg/dia pueden ser dosis seguras.

Otros estudios llevados a cabo en China han encontrado que en suelos ricos en
selenio la ingesta puede llegar a ser hasta de 1430 pg/dia (Yang et al., 1989). Otros
estudios llevados a cabo en lactantes confirman un requerimiento de selenio

aproximadamente de 15 ug/dia para estos (Smith et al., 1982).

La cantidad de selenio del organismo es fuertemente dependiente del estado
nutricional, posiblemente porque guarde relacién con el aporte y absorcidon de este

elemento, que abunda especialmente en alimentos carnicos.

El selenio se encuentra en los distintos tejidos a diferentes concentraciones,
dependiendo de la ingesta y de la forma quimica en que se encuentra en la dieta.
Higado y rifidn son habitualmente las visceras mas ricas en selenio, presentandose

menor concentracién de este metal en hueso, musculo y sangre (Underwood, 1977).

Se ha demostrado que el depdsito de selenio en sangre, musculo, higado, rifidn y
piel mantiene una relacién directa con el nivel de selenio inorganico en la dieta hasta
dietas de 0,2-0,3 ppm. Incrementando estos valores hasta 0,8 ppm se produce un
incremento de la concentracién de este elemento en higado y rifidn, no asi en los otros
tejidos. En animales alimentados con 0,67 ppm de selenio organico se indujo mayor
concentracion de selenio en musculo, higado y sangre que con ingestas similares de
selenio en forma de selenito. Igualmente, ratas alimentadas con dietas deficientes en
selenio presentan niveles descendidos de éste en rifiones e higado. Este descenso se
ha encontrado también en otros estudios con diferentes animales. Algunos autores

consideran en sus estudios que niveles inferiores a la mitad de lo normal en corteza
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renal e higado son indicativos de déficit de selenio en la dieta, y que niveles de una
cuarta parte y una quinta parte, respectivamente, son indicativos de déficit severo

(Underwood, 1977).

La concentracién de selenio en sangre estd fuertemente ligada a los cambios en
la ingesta de este elemento. Los niveles de selenio en sangre en 210 varones
americanos se encontraban entre 0,10 a 0,34 pg/ml, encontrandose algunos patrones
regionales segun el contenido en selenio de los cultivos, fendmeno también observado
en otros paises. Un estudio llevado a cabo en Nueva Zelanda, pais que cuenta con
areas extensas de suelo pobre en selenio y donde no es raro que enfermedades por
déficit de selenio se den en el ganado, reveld que la poblacién nativa poseia valores
inferiores de selenio en sangre que la poblacidn foranea y que los visitantes a ese pais,
presentaban descenso paulatino hasta igualarlos a los de la poblacién local. A la luz de
estos datos se sugiere que las variaciones de selenio en sangre puedan deberse a

diferencias en la disponibilidad de selenio en la regiéon (Underwood, 1977).

El suero humano de sujetos sanos presenta un valor promedio de selenio en
torno a 0,118 pg/ml, variando poco entre estudios. Pacientes con cancer,
especialmente gastrointestinal presentan valores descendidos de selenio. Los
pacientes con neoplasias del Sistema Reticulo-Endotelial (SRE), en términos generales,
presentan niveles de selenio sérico superiores a los valores normales. Otros pacientes
con diversas alteraciones, médicas o quirurgicas, muestran en su mayoria valores
normales de selenio sérico. También se han encontrado niveles descendidos de selenio

en ninos afectos de Kwashiorkor (Underwood, 1977).

El contenido de selenio en eritrocitos es mayor que en el plasma. Estos valores,
en adultos sanos son de 0,130 + 0,014 ppm en sangre y 0,102 £+ 0,018 ppm de selenio
en plasma (Underwood, 1977).

El selenio se encuentra en los tejidos en parte unido a proteinas; o formando
parte de ellas, sustituyendo al azufre y formando seleno-aminoacidos, cuya maxima

expresion es la GPX (Underwood, 1977).
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El selenio es un componente esencial de la GPX, principal enzima responsable de
los mecanismos antioxidantes de la célula. La dependencia de la actividad de esta
enzima de los niveles de selenio es tal, que practicamente su actividad antioxidante
queda anulada en disminuciones extremas de este elemento (Underwood, 1977). Esta

actividad antioxidante se lleva a cabo mediante las siguientes reacciones acopladas:
2GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP”*

La mayor parte de la actividad GPX ocurre en el higado, moderadamente en

eritrocitos, musculo cardiaco, pulmones y rifiones.

La absorcién, distribucion y almacenamiento de selenio en el organismo y la
cantidad, forma y vias de excrecién varian segun la forma quimica y las cantidades
ingeridas de este elemento y los niveles en la dieta de otros elementos, tales como

arsénico y mercurio.

Estudios con °Se han demostrado que fisiolégicamente, el selenio se absorbe
principalmente en el duodeno. En un estudio realizado sobre tres mujeres joévenes a
las que se administré >se en forma de selenito, la absorcion intestinal varié entre 44 y
70% de la dosis; la excrecidon urinaria entre 14 y 20% de lo absorbido en la primera
semana; presentando solo trazas en aire espirado y piel descamada. La pérdida fecal
acumulada a las dos semanas fue de 33 a 58% de la dosis. La radioactividad en
corazon, plasma e higado descendié mads rapidamente que en el promedio del total del
cuerpo, mientras que descendié mas lentamente en eritrocitos y hueso. Algunos
estudios han encontrado una relacion inversa entre la excrecién de selenio y su
disponibilidad en la dieta. El radio-selenio es retenido de manera mas eficiente en
animales alimentados con dietas deficientes en este elemento, que en las

suplementadas (Underwood, 1977).

Se produce mayor absorcién para selenio contenido en granos seleniferos que

para selenitos o selenatos, y en estos ultimos, la absorciéon es aun mayor que la de
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seleniuros y selenio elemental. Por otra parte, algunos compuestos organicos como el
selenopropionato y el selenodiacetato presentan menor toxicidad, presumiblemente
por menor absorcion. Diferentes formas quimicas de selenio varian la capacidad del
mismo para prevenir el déficit de este elemento, aunque estas variaciones no se deban
necesariamente a menor absorcién. De hecho, la selenometionina y la selenocisteina
promueven mayor retencion de selenio en los tejidos corporales que ingestas

equivalentes de selenito o selenato (Underwood, 1977).

El selenio absorbido es transportado primeramente en el plasma, desde donde
pasa a los tejidos. El selenio en forma de selenito debe sufrir auin una transformacién
guimica en los eritrocitos antes de poder unirse a las proteinas del plasma. El proceso
de expulsion de selenio de los eritrocitos depende la existencia de un nivel apropiado
de glutation en dichas células. La mayor parte de este selenio es transportado en la
albumina, tras lo cual es desplazado a las fracciones globulares. Se ha demostrado que
el selenio procesado por los eritrocitos es en gran medida transportado por B-

lipoproteinas y por una fraccién globulinica entre a; y a, (Underwood, 1977).

Se ha observado mediante estudios con "°Se que una vez que el selenio pasa a
formar parte de las proteinas del eritrocito, permanece en él el resto de su vida.
También es incorporado a la mioglobina, citocromo ¢, enzimas musculares, miosina,
aldolasa y nucleoproteinas. Al contrario que en los eritrocitos, la mayor parte del
selenio presente en tejidos es altamente labil, movilizdndose al principio rapido, y

posteriormente decreciendo la velocidad (Underwood, 1977).

Como comentamos anteriormente, el selenio se excreta en heces, orinay en aire
espirado. Las cantidades y proporciones dependen del nivel y la forma de la ingesta, el
resto de la dieta y el estado de oxidacion. La exhalacién de selenio es una importante
via ante grandes cantidades de selenio, no siendo apenas relevante en ingestas
pequefias. El aumento de proteinas y del contenido en metionina de la dieta aumenta
la excrecién pulmonar de "°Se inyectado. Otros metales (As, Hg, Ta, Cd) por via
parenteral también aumentan la volatilizacion del selenio (Pb y Zn no; Underwood,

1977).
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La excrecion fecal del selenio ingerido consiste en su mayoria en selenio no
absorbido, junto con pequefias cantidades excretadas por las secreciones biliar,

pancreatica e intestinal.

En el paciente alcohdlico, muchos estudios (Gonzalez-Reimers et al., 2008;
Thuluvath y Triger, 1992; Dworkin et al., 1988) —aunque no todos— encuentran niveles
bajos de selenio, especialmente en cirréticos, y que se relacionan con el prondstico
(Gonzélez-Reimers et al., 2008). El efecto beneficioso del selenio sobre el hueso,
aunque poco conocido en su mecanismo intimo, se pone de manifiesto al observar que
es capaz de revertir, por ejemplo, la pérdida de masa dsea inducida por plomo (Lai et
al., 2004). Otros estudios (Turan et al., 2000) encuentran que el déficit de selenio
disminuye la resistencia biomecanica del fémur y la tibia de rata en relacién con el
grupo control. Esta observacidn concuerda con el hallazgo de selenoproteinas
antioxidantes (GPX) en el osteoblasto fetal humano, lo que refuerza el papel protector
del selenio frente a la lesién oxidante en estas células y aporta la base tedrica de su
efecto anti-osteopordético. En la malnutricién calérico-proteica también se han descrito
niveles bajos de selenio (Sempertegui et al., 2003), por lo que también en esta entidad

puede el selenio jugar un papel en el mantenimiento de una masa dsea adecuada.

Como hemos comentado previamente, en la génesis de la osteopatia del
alcohdlico, se le da cada vez mds importancia a las citocinas proinflamatorias, tales
como TNF, IL-1, IL-6 e IL-8, entre otras. Un potente estimulo para la secrecién de estas
citocinas es la peroxidacién lipidica que tiene lugar fundamentalmente en las células
de Kupffer. El TNF y la IL-6 activan al RANKL y de esta manera, activan al osteoclasto,
promoviendo la reabsorcion désea, y desequilibrando la balanza sintesis-reabsorcién, a
favor de la segunda. De esta manera, se comprende que combatir la excesiva

peroxidacidn lipidica puede ejercer un beneficio sobre la masa dsea.

Es posible que los efectos positivos observados con el zinc, tanto a nivel
experimental como clinico, sobre el crecimiento y la masa dsea, obedezcan a este
mecanismo. Siendo el selenio un elemento adn mas activo en su capacidad

antioxidante, es esperable que su eficacia en situaciones de defectuoso crecimiento
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dseo u osteoporosis, sea al menos comparable a la del zinc, hipétesis que analizamos
en el presente trabajo. De hecho, algunos autores han estudiado la relacién del aporte
de selenio con la masa dsea, con resultados dispares. Asi Zhang et al. (2006) en 1215
individuos mayores de 50 afios encuentra una relacion inversa entre fractura de cadera
e ingesta de selenio. Odabasi et al. (2008) no encontraron relacién entre los niveles de
selenio y la presencia de osteoporosis en un grupo de mujeres postmenopausicas,
resultado que concuerda con el estudio de Wolf et al. (2005) en 11.068 mujeres o con
un estudio reciente realizado en China (Liu et al., 2009). En contraste con esto, Turan
et al. (2003) encuentran que el tratamiento con selenio mejora la osteoporosis
inducida por heparina. Por lo tanto como vemos, los resultados referentes al papel
patogénico del selenio en la osteoporosis son discordantes, aun cuando pueden ser

utiles como arma terapéutica.



OBJETIVOS

eeeeee
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A razon de lo expuesto previamente, se ha planteado este trabajo con la

finalidad de alcanzar los siguientes objetivos:

1. Analizar los efectos combinados y relativos de el alcohol y la malnutricion

proteica sobre la masa 6sea en un modelo murino, determinando también la relacién
de los efectos observados con los niveles séricos de distintas hormonas que gobiernan

el metabolismo 6seo y marcadores bioquimicos de sintesis y reabsorcién ésea.

2. Determinar si los trastornos mencionados en el punto anterior se modifican

con el tratamiento con selenio.

3. Analizar los efectos combinados y relativos del alcohol y la malnutricidn

proteica sobre los niveles séricos y el contenido déseo de zinc, cobre, hierro,

manganeso y selenio, y si los mismos se modifican tras la adicion de selenio.

4. Establecer la relacion existente entre contenido dseo de estos metales y la

masa 6sea, asi como con hormonas y parametros bioquimicos relacionados con la

sintesis y destruccién ésea.



MATERIAL Y

METODO

[MATERIAL Y METODO]

Poblacion a estudio

Estudio del hueso
Determinaciones seroldgicas
Determinaciones en orina
Andlisis estadistico
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1. POBLACION A ESTUDIO.

1.1 ANIMALES Y ALIMENTACION.

El estudio se inicia incluyendo ocho grupos de ocho ratas Sprague-Dawley macho
que configuraban los grupos experimentales, ademas de un grupo de ratas
alimentadas con dieta control ad libitum. Los animales fueron alimentados con pienso
estdndar y agua a demanda hasta alcanzar un peso aproximado de 300 g (Tabla 3),
momento en el que fueron incluidos y distribuidos aleatoriamente en los distintos
grupos de estudio. Desde este momento, se les alimentd, mediante biberones,
exclusivamente con dieta liquida segun el modelo de Lieber-DeCarli (Dyets Inc.,

Bethlehem, Pennsylvania).

Grupo Peso inicial (g) Peso Final (g) Ingesta (Kcal/d)
1(CT) 318,7 + 15,8 285,6 + 43,3 54,3+ 3,1
2 (HP) 317,3 £ 19,2 278,4 + 32,8 51,4+ 1,5
3 (OH) 318,0 + 17,9 272,0+ 21,0 49,4+ 3,7
4 (OHHP) 323,3 £ 18,5 232,9+ 28,0 51,7+ 4,3
5 (CT-Se) 309,7 + 24,0 254,6 + 34,9 49,0+ 1,1
6 (HP-Se) 301,0 + 8,4 215,6 + 18,5 49,7+ 1,5
7 (OH-Se) 302,0 £ 15,9 210,3+ 32,4 49,6 + 3,2
8 (OHHP-Se) 304,0 + 10,6 2279+ 9,5 46,8+ 1,2
F;p NS F=7,47; p<0,001 F=5,62; p<0,001
Diferencias entre grupos (SNK) 1-3 vs. 4, 6-8; 1vs. 3, 5-8;
S5vs. 7 2,4vs.8

Efectos principales

OH

F=8,67; p=0,005

F=6,4; p=0,014

HP

F=4,77, p=0,034

Se

F=26,9; p<0,001

F=18,1; p<0,001

Interaccion triple

F=8,16; p=0,006

F=10,3; p=0,002

9 (AL)

306,8 + 12,2

339,6 £ 27,9

90,2+ 7,9

Diferencias 1-9

T=2,5;
p=0,032

T=12,3; p<0,001

Tabla 3: Promedio de peso y desviacidn estandar, por grupos, al inicio y al final del experimento, y de
ingesta diaria de dieta. Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico
hipoproteico; AL — ad libitum; Se — grupo tratado con selenio. Efectos principales: OH — alcohol; HP —
dieta hipoproteica; Se — adicion de selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; SNK — Student-

Newman-Keuls.
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Los animales fueron distribuidos individualmente en jaulas de metacrilato con
rejas de acero inoxidable. Se utiliz6 como base viruta de madera tratada a tal fin.
Fueron expuestas a ciclos de luz-oscuridad de 12 horas, a temperatura ambiente

constante de 24 + 2°C.

Se establecieron ocho grupos de 10 ratas cada uno y un noveno ad libitum de 6
ejemplares que fueron alimentados durante 5 semanas y seguidamente sacrificados. El
grupo 1 (Control o CT) recibid dieta control con un 18% de contenido en proteinas; el
grupo 2 (hipoproteico o HP) recibio dieta hipoproteica con el 2% de proteinas; el grupo
3 (alcohdlico u OH) fue alimentado con dieta a la cual se afiadié alcohol al 95% en
cantidad de 5 g/dI, lo que supone un 36% de la energia total suministrada por la dieta,
normoproteica con el 18% de proteinas; el grupo 4 (alcohdlico hipoproteico u OHHP)
recibié dieta alcohdlica (36%), hipoproteica (2%); los siguientes cuatro grupos,
recibieron dietas homodlogas, ademads de un suplemento de selenio disuelto en la dieta,
a dosis de 1 mg/Kg peso de seleniometionina. Todas las dietas utilizadas proveen

1 Kcal/ml.

Los animales fueron alimentados siguiendo un proceso de pair feeding (Tabla 3,
pag. 94), ajustando cada 24 a 36 horas las cantidades ingeridas por todos los grupos a
la cantidad consumida por los animales que menos ingerian (grupo 8). Este ajuste de la
ingesta permite que la cantidad caldrica ingerida por todos los animales sea similar. El

grupo 9 (Ad libitum o AL) se alimenté ad libitum con dieta control.

La dieta, al igual que la sal de selenio, fue conservada a temperatura de 49C. Se
preparé semanalmente, siguiendo las recomendaciones indicadas por la empresa
distribuidora Dyets Inc. 1993/1994 Catalog. Asi, para la preparacion de las dietas se
utilizdé agua ultrapura (Sistema de deionizacién Milli-Q OM-140). La preparacion de un
litro de las distintas dietas se realizd segln lo siguiente: para la dieta control se disolvié
221,78 g de dieta en polvo en agua milli-Q hasta alcanzar un litro; para la dieta
hipoproteica se disolvio 224,77 g; para la dieta alcohdlica se utilizé 132,18 g de dieta
en polvo, afiadiendo 67cc de alcohol ultra puro al 95%; y para la dieta alcohdlica

hipoproteica, se disolvié 133,87 g de dieta en polvo, afladiéndosele 67cc de alcohol
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ultra puro al 95%. (Lieber et al., 1989). Para los animales tratados con selenio, se
afadié seleniometionina a la dieta a razéon de 6 mg por litro (que corresponden
aproximadamente a 2,4 mg de selenio puro, es decir 2,4 ppm de selenio elemento).
Esta cantidad se afiade a la que contienen habitualmente las dietas de Lieber-DeCarli
(Tabla 7, pag. 97) y supone —teniendo en cuenta la ingesta media de nuestros
animales— una ingesta diaria de 120-140 ug de selenio al dia, dosis similar a la
empleada por otros investigadores en otros modelos experimentales con altas dosis de
selenio como Sieber et al. (2009), que utiliza 100 pg de selenio o Ip (1986), que utiliza

dietas que contienen 2-4 ppm de seleniometionina.

A pesar de todo, hubo diferencias

Efectos principales Ing. (Kcal/d)
en la ingesta total de nuestros animales -2H F=6,4; p=0,014
Se F=18,1; p<0,001
(F=5,62; p<0,001). Las ratas alcohdlicas _Interaccion triple F=10,3; p=0,002

Tabla 4: Efectos principales sobre la ingesta.

hipoproteicas que recibieron selenio Acrénimos: OH: alcohol; Se: adicin de selenio.

fueron las que menos consumieron mientras que los controles fueron los que mas.
Tanto el alcohol como el tratamiento con selenio ejercieron un efecto independiente

sobre la cantidad de alimento consumida por nuestros animales (Tabla 4).

Los animales se manipularon siguiendo las normas del Comité para el Bienestar

del Animal de Experimentacion de La Universidad de La Laguna.

Las caracteristicas nutricionales de los grupos de estudio (Tabla 5), la

composicion de las dietas (Tabla 6), y la cantidad de vitaminas, minerales y

Grupos Prot. Lip. CH Se OH Componentes de la CcT HP
(%) (%) (%) (mg/l) 36% dieta (g/L/1000 Kcal)
1(CT) 18 35 47 0 No Caseina 41,4 4,6
2 (HP) 2 35 63 0 No L-cisteina 0,5 0,06
3 (OH) 18 35 47 0 Si DL- metionina 0,3 0,03
4 (OHHP) 2 35 63 0 Si Aceite de mgl’z 8,5 8,5
5 (CT-Se) 18 35 47 2425 No 2“*!:6 je °|""a ;87'4 587'4
ceite de alazo , ,

6 (HP-Se) 2 35 63 242 N? Dextrina de maltosa 25,6 64,8
7 (OH-Se) 18 35 47 2,425 Si Fibra (ceIqusa) 10 10
8 (OHHP-Se) 2 35 63 2,425 Si Minerales 8,75 8,75
9 Ad Libitum 18 35 47 0 No Bitrato de colina 0,53 0,53
Tabla 5: Caracteristicas nutricionales de la dieta Tabla 6: Composicion de la dieta liquida

de los grupos de estudio. Porcentajes de Kcal. Lieber-DeCarli (Dyets Inc.).
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oligoelementos (Tabla 7) se especifican en las tablas correspondientes.
Minerales y Oligoelementos  mg/1 Kcal Vitaminas mg/1 Kcal
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 (ug) 25
Fésforo 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 (ug) 125
Sulfato 250 Vitamina E 30

Tabla 7: Composicion en minerales, oligoelementos y vitaminas (Dyets Inc.).

1.2 SACRIFICIO Y RECOGIDA DE MUESTRAS

Tras un periodo de 5 semanas, los animales fueron sacrificados mediante

inyeccidn intraperitoneal de 1,5 ml de solucion de hidrato de cloral en concentracién

de 160 mg/ml, que supone 240 mg de esta sustancia. Esto equivale a 80 mg/100 g de

peso, doble de la dosis anestésica y dentro del rango de dosis letal.

Durante las 24 horas previas al sacrificio los animales fueron emplazados en

jaulas metabdlicas, obteniéndose la orina excretada durante ese periodo, a fin de

analizarla.

Tras el sacrificio se tomaron muestras de hueso y sangre:

1.2.1 Hueso

Se extrajo la primera y segunda vértebras lumbares y se conservé en alcohol al

70% y a una temperatura de 42C. Posteriormente se incluyé la muestra en metil-
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metacrilato. Las muestras fueron cortadas con microtomo de 7 micras y finalmente se

llevé a cabo la tincion con tricrémico para estudio histomorfométrico.

También se extrajo la tibia derecha, conservandose a 42C en formol al 10 % para

estudio del contenido en oligoelementos.

1.2.2 Sangre

Se obtuvo muestra de sangre por puncién directa intracardiaca. Posteriormente
se centrifugd a 3500 rpm durante 5 minutos, obteniéndose suero para determinacion

de pardmetros bioquimicos y hormonales. El suero fue conservado a -80°C.

2. ESTUDIO DEL HUESO

2.1 ANALISIS HISTOLOGICO

Las muestras de tejido éseo vertebral fueron incluidas en metil-metacrilato y

posteriormente tefiidas con tricrdmico (llustracion 8).

La mezcla de metil-metacrilato se compone de: 100 ml de M-metacrilato

(mondmero estabilizado con hidroquinona),
20 ml de nonifenol-poliglicol-éter acetato,
2 ml de dibutil-ftalato y 5 g de peréxido de

benzoilo.

El peroxido de benzoilo actia como

catalizador y se adiciona de inmediato. Una

vez preparada la mezcla se guarda en frasco

llustracion 8: Corte histoldgico de tejido dseo
cerrado a 42C. Antes de abrir la botella se tefiido con tricrémico.
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debe esperar a que se atempere.

La técnica se describe paso a paso a continuacion:

-Antes de incluir la muestra se debe deshidratar completamente. Esto se
consigue mediante bafios en etanol a concentracidn creciente. De etanol 702 se pasa a
etanol 962 durante un dia y después a etanol absoluto durante tres dias, cambiando

este cada dia.

-Se coloca la muestra en la mezcla de metil-metacrilato a 42C durante 48 horas

para infiltrar bien la muestra. Debe usarse recipiente de vidrio.

-Pasadas las 48 horas se cambia la mezcla de metilmetacrilato por otra nueva y
se coloca en la estufa a 322C esperando a que el metil-metacrilato endurezca, esto
suele tardar tres o cuatro dias aproximadamente. El bloque de metilmetacrilato se

obtiene rompiendo los recipientes de vidrio.

-Se cortan las muestras en el microtomo con un grosor de 7 micras y se colocan

en portaobjetos.

En este punto se procede a realizar la tincién. El proceso de tincién con

tricrémico se describe en las siguientes lineas:

-Se hidrata la muestra con agua destilada, lavandola durante 5 minutos.

-Tefiir en hematoxilina férrica durante 5 minutos.

-Lavar con agua corriente durante 10 minutos, hasta que el agua salga clara.

-Lavado en Ponceau de xilidina durante 45 minutos.

-Lavado répido en acido acético al 1%.

-Lavado rapido en agua destilada.

-Diferenciar en acido fosfotungstico-Orange G durante 10 minutos.
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-Lavado rapido en acido acético al 1%.
-Lavado rapido en agua destilada.
-Verde luz al 2% durante 15 minutos.
-Lavado rapido en acido acético al 1%.
-Lavado rapido con agua destilada.
-Deshidratar la muestra y montar.

A continuacién se procedié al estudio histoldgico mediante microscopio Leica y
posterior analisis semiautomatizado mediante programa de andlisis de imagen Leica
Qwin para mediciéon de dareas, determinandose la superficie relativa de hueso
trabecular por campo, para el volumen de hueso osteoide (VOT) y la superficie relativa

de tejido osteoide.

2.2 DETERMINACION DE OLIGOELEMENTOS

Se estudio el contenido en hueso de los siguientes oligoelementos: zinc, cobre,

selenio, manganeso y hierro.

Para ello se seleccionaron muestras de diafisis tibial, ya que es un hueso que
puede ser aislado practicamente sin tejido blando adherido en el mismo momento del
sacrificio. Por otra parte, al estar constituido practicamente por hueso cortical, los
resultados obtenidos reflejan con bastante fidelidad la concentracién dsea de

oligoelementos, con escasa contaminacion de elementos medulares o sanguineos.

Los oligoelementos se debian determinar una vez disuelto el hueso mediante
digestidn acida con acido nitrico suprapur, en un sistema de digestion por microondas.
A este efecto, tras su conservacion en formol, las muestras de tibia se sometieron al

siguiente proceso:
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-Desecacién en estufa a 1009C, hasta constancia en peso, durante al menos 24

horas. Para el traslado posterior de las muestras se utilizdo un desecador.

-Pesada de la muestra seca, situandola en vaso de teflén PTFE (TFM—-HPV100), en

una balanza analitica de 0,1 mg de precision previamente calibrada.

-Disolucidon de la muestra mediante sistema de digestién por microondas: En
vaso de teflon PTFE conteniendo la muestra se adicionaron 7 ml de acido nitrico al 65%
(Fluka puriss. p.a. plus) calidad suprapur, y se procedié a introducir los vasos sellados
en un sistema de digestién por microondas (Milestone modelo Ethos Plus y unidad de
control terminal 320), sometiendo el conjunto a la ejecucién del programa de control
tiempo-temperatura especifico para hueso recomendado en el manual de aplicaciones

de Milestone (Milestone Inc., CT, USA).

-Una vez disuelta la muestra, se trasvasa cuantitativamente el contenido de la
disolucién a un matraz aforado de 25 ml, enrasando con agua ultrapura obtenida
mediante sistema de purificacion de agua grado reactivo Milli-Q modelo Gradient A-10

(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA).

-Conservacién de las muestras a temperatura ambiente hasta analisis ulterior,
utilizando para ello contenedores de teflén de tapa roscada (Sigma-Aldrich, HDPE

bottles 30 ml).

El andlisis quimico cuantitativo de los oligoelementos se llevd a cabo con la
técnica analitica de espectrofotometria de absorcién atémica con atomizacién por
llama aire-acetileno (Varian, SpectrAA 220FS, Mulgrave, Victoria, Australia) y con la
espectrofotometria de absorcién atémica con atomizacién electrotermal de cdmara de
grafito (Varian, SpectrAA 220Z, GTA-110, sistema de introduccién de muestras
automatico, corrector de fondo por efecto Zeeman y control automatico desde
ordenador), segln elemento a analizar y la concentracion esperada del mismo en la
muestra, estimada por otros trabajos (Gonzdlez-Reimers et al., 2002; Gonzalez-
Reimers et al., 1998; Odabasi et al., 2008) o por estimaciones de las propias muestras.

En términos generales, zinc, cobre y hierro fueron medidos con la técnica de
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espectrofotometria de absorciéon atédmica con atomizacién por llama aire-acetileno,
mientras que manganeso y selenio, lo fueron en un sistema de atomizacion
electrotermal en cdmara de grafito. Los limites de deteccidn en esta técnica para los

oligoelementos estudiados se exponen en la Tabla 8.

Elemento En Camara de Grafito En Llama
Masa Limite de Limite de
caracteristica | deteccidn deteccidn

Zinc 0,15 pg | 0,00005 ng/g | 0,0008 mg/kg

Cobre 6pg | 0,001 ng/g 0,0010 mg/kg

Selenio 14pg | 0,003 ng/g 0,3500 mg/kg

Manganeso 0,6 pg | 0,0002 ng/g | 0,0015 mg/kg

Hierro 1,2pg 0,005 ng/g | 0,0060 mg/kg

Tabla 8: Limites de deteccidn segun técnica y elemento traza.

En la cuantificacién de los oligoelementos a estudio fue necesaria la calibracién
de los citados instrumentos. Para ello, se prepararon las correspondientes disoluciones
patron de diferentes concentraciones del elemento quimico a estudio, a partir de
disoluciones estandar certificadas de 1000 ppm (Fluka y Sigma-Aldrich, disoluciones
certificadas para espectrofotometria de absorcion atémica). Asimismo, en Ila
cuantificacion mediante camara de grafito se utilizaron los programas de control
tiempo-temperatura y los modificadores de atomizacién (Sigma-Aldrich y Merck,
calidad pro.analysis) recomendados en la metodologia del manual de aplicaciones
(Varian, Mulgrave, Victoria, Australia). Ademads, se procedidé a la optimizacién del
método analitico especifico adaptado a la naturaleza de la matriz de la muestray a la
concentracion de analito en la muestra original. En la cuantificacién se han
considerado validos aquellos resultados que superan el limite de cuantificacién del
oligoelemento. En todo caso se ha considerado el limite de cuantificacion del analito

como diez veces el limite de deteccidon del mismo.
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3. DETERMINACIONES SEROLOGICAS

3.1 DETERMINACION DE SELENIO

El suero obtenido tras el centrifugado fue diluido convenientemente con una
disolucién de Triton-X 0,1% (Fluka y Sigma-Aldrich, p.a.) en disoluciones apropiadas
seguln la cantidad de muestra disponible y la concentracién de selenio estimada por

otros trabajos (Odabasi et al., 2008; Huang et al., 1999).

En la calibracidn del espectrofotémetro de absorcidén atémica se utilizd, ademas
de las correspondientes disoluciones patréon de selenio, el material de referencia
Seronorm® Trace Elements Serum L-1 (Sero AS, Billingstad, Norway). Posteriormente se
procedid a la determinacion de la concentraciéon de selenio siguiendo la metodologia

analitica recomendada, de forma analoga al hueso.

3.2 OTRAS DETERMINACIONES

Las determinaciones seroldgicas que fueron realizadas en los distintos grupos de

estudio, se detallan a continuacion:

-Albimina: Determinada mediante técnica colorimétrica con kit de Roche®, que

presenta una sensibilidad analitica de 0,2 g/dl.

-Calcio: Determinado por fotometria con test colorimétrico, con determinacion

del punto final usando el kit de Roche Diagnostics®, con una sensibilidad de 0,2 mg/dI.

-Magnesio: Cuya concentraciéon se determinéd por fotometria con test
colorimétrico, con método de punto final usando el kit de Roche Diagnostics®, con una

sensibilidad de 0,03 mmol/dl.
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-Fésforo: Determinado 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: Que fue determinada también mediante test colorimétrico
enzimatico por fotometria utilizando el kit de Roche Diagnostics®, con una sensibilidad

de 0,03 mg/dl.

-IGF-1 o somatomedina C: Determinacién realizada por radioinmunoensayo
(RIA) con el kit de Nichols Institute Diagnostics® (San Juan Capistrano, California), que

presenta una sensibilidad calculada de 0,06 ng/ml.

-Osteocalcina: Determinada por analisis inmunométrico quimioluminiscente
usando el kit para el analizador IMMULITE de Diagnostic Products Corporation® (Los

Angeles, California), con sensibilidad de 0,1 ng/ml, especifico para rata.

-PTH por ensayo secuencial inmunomeétrico quimioluminiscente en fase sélida
con el kit IMMULITE-2000 PTH intacta de Diagnostic Product Corporation® (Los

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

-Telopéptido C-terminal sérico de colageno tipo | especifico de murinos:
Determinado por ELISA mediante el kit RatsLaps EIA® (Immunodiagnostic Systems,
Boldon, UK), con un rango de recuperacion (recovery) de 81-115,1% y un limite de

deteccién de 2 ng/ml.

4. DETERMINACIONES EN ORINA

La determinacidén en orina de calcio, fosforo, magnesio y creatinina se realizé con
los mismos test, las mismas técnicas e idénticos kits que fueron utilizados en sangre,
variando solo los limites de deteccidn inferiores (sensibilidades) para el fésforo (5,0

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

Se utilizé el test de Kolmogorov-Smirnov para determinar si la distribucién de las

variables era o no paramétrica.

Para valorar las diferencias existentes entre los grupos experimentales,
utilizamos analisis de Varianza en aquellas variables que se distribuyeron de forma
normal. En los casos en que existian diferencias estadisticamente significativas, se
realizd post hoc el Test de Student-Newman-Keuls para determinar los grupos entre los
gue se establecian diferencias. Para las variables no paramétricas utilizamos el Test de

analisis Kruskall-Wallis

Para analizar las relaciones existentes entre variables, utilizamos los test de la R
de Pearson y la Rho de Spearman, segun el tipo de distribucidon de las variables en

cuestion.

Se realizd andlisis de Varianza de dos vias para evaluar la influencia de alcohol,
malnutricién proteica y tratamiento con selenio sobre las diversas variables a estudio,

valorando asimismo las interacciones de estas variables entre si.

Finalmente, las variables a estudio fueron comparadas entre el grupo Control y el
grupo Ad Libitum haciendo uso del test T de Student para variables independientes,
siempre que la distribucién fuera normal, o la U de Mann-Whitney en caso de

distribucién no paramétrica.
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1. PARAMETROS NUTRICIONALES
Grupo Peso inicial (g) Peso Final (g)  Vari.peso(g) Ing. (Kcal/d) Album. (g/dl)
1(CT) + 15,8 285,6 + 43,3 -32,1+ 32,4 54,3+ 3,1 4,02 +0,37
2 (HP) + 19,2 278,4+ 32,8 -44,4 + 16,5 51,4+ 1,5 3,26£0,28
3 (OH) + 17,9 272,0+ 21,0 -46,3 + 22,9 49,4+ 3,7 3,74+0,30
4 (OHHP) + 18,5 232,9+ 28,0 -92,3+ 24,7 51,7+ 4,3 3,21+0,23
5 (CT-Se) + 24,0 254,6 + 34,9 -55,1+ 26,6 49,0+ 1,1 4,38+0,30
6 (HP-Se) + 8,4 215,6 + 18,5 -85,4+ 19,1 49,7+ 1,5 3,36+0,22
7 (OH-Se) + 15,9 210,3 + 32,4 -91,8 + 38,5 49,6 + 3,2 3,94+0,43
8 (OHHP-Se) + 10,6 2279+ 9,5 -76,1+ 11,0 46,8+ 1,2 3,00 £ 0,06
F; p F=7,47; F=6,23; F=5,62; F=7,76;
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
Diferencias 1-3 vs. 4, 6-8; 1vs. 4, 6-8; 1vs. 3,5-8; l1y5vs.2,4,6
entre grupos S5vs. 7 2y3vs.4,6y7 24vs. 8 y8 7vs.2, 4y
(SNK) 8;3vs. 8
Efectos principales
OH F=8,67; F=10,65; F=6,4; F=5,7;
p=0,005 p=0,002 p=0,014 p=0,026
HP F=4,77; F=7,08; F=46,84;
p=0,034 p=0,01 p<0,001
Se F=26,9; F=11,59; F=18,1;
p<0,001 p=0,001 p<0,001
Interaccion F=8,16; F=8,44; F=10,3;
triple p=0,006 p=0,005 p=0,002
9 (AL) 306,8 + 12,2 339,6+ 27,9 +32,8% 16,4 90,2+ 7,9 3,94+0,33
Diferencias 1-9 NS T=2,5; T=4,1; T=12,3; NS
p=0,032 p=0,002 p<0,001

Tabla 9: Resumen de promedios y desviacion estandar, por grupos, de: peso al inicio y al final del
tratamiento, variacién del mismo a lo largo del experimento; ingesta de dieta y albumina sérica.
Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico;
AL — ad libitum; Se — grupo tratado con selenio. Efectos principales: OH — alcohol; HP — dieta
hipoproteica; Se — adicidn de selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; SNK — Test de Student-

Newman-Keuls.

1.1 INGESTA Y PESO

Los animales incluidos en el analisis final presentaron un peso al inicio del

estudio similar en los 8 grupos. Sin embargo, pese a la estrategia de pair feeding, hubo

diferencias significativas en lo que respecta a la ingesta media diaria, de tal manera

gue las ratas control ingirieron mayor cantidad de alimento que el resto de las ratas

(Tabla 3).
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Efecto de la suplementacion dietética con selenio.

Tanto el aporte de alcohol como el aporte
de selenio, ejercen un efecto independiente
sobre la cuantia de ingesta, existiendo una
interaccion significativa entre los tres factores

(Tabla 10).

No obstante, al corregir la ingesta media
por la pérdida de peso experimentada por los
animales a lo largo del estudio, observamos que
no hay diferencias significativas entre los 8
tal la

grupos, como puede observarse en

siguiente figura (Grafica 1).

Algunos animales pertenecientes al grupo
control ganaron peso, lo que explica que el
cociente ingesta/variacion de peso sea positivo
en este grupo (grupo 1), frente al resto de
grupos, en los que este cociente es negativo

(Gréfica 1).

La mayor parte de nuestros animales
perdieron peso a lo largo del estudio, como se
puede apreciar en la Grafica 2. Las diferencias
de peso entre el momento inicial y el momento
final fueron significativas para todos los grupos,
destacando al realizar el analisis de la T
apareada, el grupo de ratas alcohdlicas con
dieta hipoproteica, tanto sin selenio (T=9,89;
p<0,001; grupo 4), como con selenio (T=19,55;

p<0,001; grupo 8); y el grupo hipoproteico

Efectos principales

Ingesta (Kcal/d)

OH

F=6,4; p=0,014

Se

F=18,1; p<0,001

Interaccion triple

F=10,3, p=0,002

Tabla 10: Efectos principales. Acrénimos:

OH:

alcohol; Se: adicion de selenio.

‘ Ingesta/Variacion de peso

u

Grupos: 1 - CT; 2 - HP;
3-0H; 4 - OHHP;

5 - CT-Se; 6 - HP-Se;

7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

!!g!ggg

T T 1 1 I I I 1
4 5 6 7 8

Grupo NS

Grafica 1: Ingesta diaria (ml) en relacion
con el peso (g). NS: No significativo.

Variacion de peso

-80 -

-120 -

il

1 2 3
Grupo F=6,23; p<0,001

Grupos: 1 - CT; 2 - HP; 3 - OH; 4 - OHHP; 5 - CT-Se;
6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

Grafica 2: Variacion del peso (g).

tratado con selenio (T=12,66; p>0,001; grupo 6). Puede observarse claramente este

hecho en la Grafica 2.
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Los tres factores estudiados ejercen un efecto independiente sobre la pérdida de

peso. No existieron interacciones considerados los factores dos a dos. Sin embargo, si

se observaron interacciones al

considerar conjuntamente los tres parametros. El

resultado del analisis de varianza se expone con mas detalle en la Tabla 11.

Observamos diferencias significativas en

Efectos principales Variacion de peso (g)

la variacion de peso entre los ocho grupos OH F=10,65; p=0,002
HP F=7,08; p=0,01
(F=6,2; p<0,001), estableciéndose dichas Se F=11,59; p=0,001

diferencias entre los grupos 1, vs. 4,6, 7y 8; y

el2y3vs.4,6y7.

Interaccion triple F=8,44; p=0,005
Tabla 11: Efectos principales. Acrénimos: OH:
alcohol; HP: dieta hipoproteica; Se: adicidn

de selenio.

Como era de esperar, los animales alimentados ad libitum con dieta control

presentaron una ganancia significativa de peso (32,8 + 16,4 g), en claro contraste con

los animales del grupo control (T=4,1; p=0,002).

1.2 ALBUMINA SERICA

La albumina fue significativamente
superior en el grupo control, con o sin
selenio (grupos 5 y 1, respectivamente),
estando significativamente descendida en
los animales alcohdlicos alimentados con
dieta hipoproteica (grupos 4 vy 8),
especialmente en el grupo tratado con
selenio (grupo 8;). Esto puede observarse

en la Grafica 3.

Albumina sérica

1 2 3 4 5 6

7 8
F=7,8; p<0,001

Grupos: 1-CT; 2-HP; 3-0H; 4 - OHHP; 5 -
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

Grafica 3: Albumina sérica (g/dl).

Se establecieron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos 1y

5, que fueron diferentes del resto; mientras que el grupo 8 mostrd niveles
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significativamente inferiores a cualquiera de los otros grupos (SNK: 1y 5vs.2,4,6y 8;

7vs.2,4y8;3vs. 8).

Al realizar el andlisis de varianza de dos Efectos principales Albtmina (g/dI)

vias (Tabla 12) vemos que tanto alcohol como -OH F=5,7, p=0,026

HP F=46,84; p<0,001

dieta hipoproteica ejercen un efecto Tabla 12: Efectos principales. Acrénimos:
. . o . OH: alcohol; HP: dieta hipoproteica.
independiente y significativo, sobre los niveles

de albumina, descendiéndolos. En cambio no existe interaccién entre ambos factores,

como puede verse en la Grafica 3 (pag. 109), ni tampoco efecto alguno del selenio.

Al comparar los niveles de albumina entre el grupo control (4,02 + 0,37 gr/dl) y
grupo ad Libitum (3,94 + 0,33 gr/dl) observamos que no habian diferencias

significativas entre ambos (T=0,33; p=0,75).

2. REMODELADO OSEO

2.1 VOLUMEN OSEO TRABECULAR

Con respecto al volumen dseo

Volumen déseo trabecular

trabecular (VOT) observamos diferencias 05 -
significativas entre los grupos analizados.
Estas diferencias se establecen entre ambos
grupos control —con y sin selenio—vy el resto
de los grupos; asi como entre los animales

tratados con dieta hipoproteica (grupo 2) y

los grupos alcohdlicos alimentados con dieta

1 2 3 4 5 6 7 8

hipoproteica (grupos 4 y 8) y alcohdlico- Grupo  F=9,49; p<0,001
. . Grupos: 1 - CT; 2 - HP; 3 - OH; 4 - OHHP; 5 - CT-Se;
control en tratamiento con selenio (grupo 7; 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

SNK:1,5vs.2,3y4,6,7y8;2vs.4,7y8). Grafica 4: Volumen dseo trabecular (%).

Esto puede apreciarse en la Grafica 4.
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Mediante analisis de varianza de dos vias, observamos que tanto alcohol como
dieta hipoproteica ejercen un efecto independiente y significativo sobre el VOT. Se
aprecia también que existe una interacciéon entre ambos factores que roza la
significacidon estadistica (p=0,063). En cambio el selenio no ejerce efecto alguno sobre

el VOT (Tabla 13).

No se hallaron diferencias significativas entre ratas control y ratas alimentadas

ad libitum en lo que respecta al VOT (Tabla 13).

Grupo VOT (%) Osteoide (%) OCN (ng/dl) TP (ng/ml)
1(CT) 20,17 £4,36 1,01+0,27 454,5+148,9 65,6 + 15,0
2 (HP) 16,33 £3,05 1,01+0,47 693,2 £150,3 72,0447
3 (OH) 14,40 £ 3,81 1,15+0,34 574,0+£322,0 117,3 £53,7
4 (OHHP) 11,23 +£2,79 0,89+0,23 262,0+ 80,8 78,8 +£26,5
5 (CT-Se) 20,19 £+ 3,26 1,15+ 0,09 378,4 £157,9 100,4 +£40,3
6 (HP-Se) 14,98 + 2,66 0,89+0,21 494,8+ 80,4 96,5+ 10,0
7 (OH-Se) 11,71 +£1,87 1,08 £ 0,29 471,0+253,0 95,5+67,8
8 (OHHP-Se) 11,86 £ 1,62 1,05+0,33 448,2 +201,1 95,3+39,3
F;p F=9,49; p<0,001 NS F=2,44; p=0,037 NS
Diferencias 1,5 vs 2-4, 6-8 2vs4

entre grupos (SNK) 2vs4,7,8

Efectos principales

OH F=50,50; p<0,001

HP F=14,58; p<0,001

Interac. Dobles: OH-HP F=8,91; p=0,005

9 (AL) 19,33+ 2,52 2,8+0,62 841,1+541 -
Diferencias 1-9 NS T=5,78; p=0,001 T=4,93; p=0,001 -

Tabla 13: Valores promedio y desviacion estandar por grupos de volumen 6seo trabecular, area de
tejido osteoide, osteocalcina y telopéptido. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH —
alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; AL — ad libitum; -Se — grupo tratado con selenio. Efectos
principales: OH — alcohol; HP — dieta hipoproteica; Se — adicidn de selenio. Otros acrénimos: NS — no
significativo;, SNK — Test de Student-Newman-Keuls; VOT — Volumen 6éseo trabecular; OCN -
osteocalcina; TP — telopéptido.

Al analizar por separado los animales tratados con selenio y los no tratados con
selenio vemos que, al realizar un anadlisis de varianza de dos vias, los efectos
independientes del alcohol y la dieta hipoproteica son evidentes en los subgrupos de
ratas sin selenio (F=16,94; p<0,001 y F=7,04; p=0,014; respectivamente) y de forma
incluso mas acusada en las ratas tratadas con selenio (F=42,15 y F=8,04), tal como

puede observarse en la Grafica 4 (pag. 110).
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2.1.1 Relaciones con parametros nutricionales

Encontramos una relacion
significativa entre VOT y pérdida de
peso (Grafica 5). Las ratas que
recibieron tratamiento con selenio
esta relaciéon fue especialmente
acusada (R=0,68; p<0,001), aunque
también resulté significativa en las
ratas que no recibieron tratamiento

(R=0,45; p=0,009).

Como es légico, también

encontramos correlacion entre VOT

VOT

25 -

20 —

15 —

10 —

VOT - Variacion de peso

T
-100
Variacion de peso

L]
-50

0
R=0,57; p<0,001

Grafica 5: Relacidn entre VOT (%) y pérdida de peso (g).

y el peso final, resultando esta estadisticamente significativa (R=0,55; p<0,001). En

cambio, no encontramos relaciones con significacion estadistica con los otros

parametros nutricionales estudiados.

2.1.2 Relacién con hormonas involucradas en el recambio 6seo

No se encontraron relaciones con las hormonas intervinientes en el remodelado

0seo analizadas (IGF-1y PTH).

2.1.2 Relacidn con parametros de remodelado éseo

No se hallaron relaciones estadisticamente significativas ni con osteocalcina, ni

con telopéptido.
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2.2 AREA DE OSTEOIDE

No hubo diferencias significativas

Area de Osteoide

en el area de osteoide (AO) entre los

1,5
grupos analizados (F=0,75, p=0,87;

Grafica 6), por tanto, ninguno de los tres
1,04
factores juega un papel independiente

en este pardmetro. En contraste con el
_ 0,5 -
hueso trabecular, las ratas alimentadas

ad libitum si tenian mayor cantidad de

0,0 -

1 2 5 6 7

3 4
Grupo NS
— Grupos: 1 - CT; 2 - HP; 3 - OH; 4 - OHHP; 5 - CT-Se;
P 0’001)' 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

osteoide que las controles (T=5,78; 8

Grafica 6: Area de osteoide (%).

2.2.1 Relaciones con parametros nutricionales

Se halld6 una relacién
significativa entre el darea de AO-Variacién de peso
. o AO (%)
osteoide y la variacién de peso 20
(R=0,43; p=0,002), tal como puede
apreciarse en la Grafica 7. 154
Al igual que sucedié con el
. L 1,0
VOT, se encontrd correlacion con
el peso final, resultando ésta
P 0,5
significativa  (R=0,40; p=0,005).
L 1100 50 0 50
Esto es ldgico, ya que al ser los o
Variacién de peso R=0,43; p=0,002
pesos al inicio similares entre los

Grafica 7: Relacion entre area de osteoide (%) y
grupos, la variacion de peso variacion de peso (g).

depende Unicamente del peso final.
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2.2.2 Relacién con hormonas involucradas en el recambio 6seo

No se encontraron relaciones significativas entre area de osteoide y marcadores

y promotores de sintesis 6sea como osteocalcina e IGF-1.

2.3 OSTEOCALCINA
Se hallaron diferencias
significativas en los niveles de
osteocalcina (OCN) entre los
ocho grupos (F=2,4; p=0,037),
existiendo una sinergia entre
los efectos del alcohol y dieta
hipoproteica (F=8,9; p=0,005),
presentando el grupo tratado
con alcohol y dieta hipoproteica
(grupo 4) niveles mas bajos de
osteocalcina. Al afiadir selenio

este descenso desaparece, de

modo que las ratas alimentadas con dieta hipoproteica y tratadas con

Osteocalcina

Grupos: 1 -CT; 2 - HP; 3 - OH; 4 - OHHP; 5 - CT-Se;
6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

il

4 5 6 7 8
Grupo F=2,44; p=0,037

1000+

750-

-
No=
w

Grafica 8: Osteocalcina (ng/dl).

alcohol y

selenio (grupo 8), presentaron niveles de osteocalcina similares a los otros grupos.

No hubo diferencias entre el grupo control y el resto de los grupos con o sin

selenio. Como vemos en la Grafica 8, destacan los bajos niveles de osteocalcina de las

ratas alimentadas con alcohol y dieta hipoproteica (grupo 4), que difieren del resto de

animales, especialmente de las alimentadas con dieta hipoproteica (p<0,05 por SNK).

Como se observa en esta figura, los niveles de osteocalcina presentan marcadas

diferencias en los cuatro primeros grupos, es decir, en los no tratados con selenio,

diferencias que se aminoran en los grupos tratados con selenio.
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En efecto, al analizar por separado las ratas no tratadas con selenio observamos
gue existe una interaccién entre alcohol y dieta hipoproteica (F=11,9; p=0,002), y que

las diferencias entre los cuatro grupos son altamente significativas (F=4,79; p=0,011).

Estas diferencias desaparecen en las ratas tratadas con selenio (NS), por lo que la
adicion de este elemento parece aminorar los efectos del alcohol y la dieta

hipoproteica.

2.3.1 Relaciones con factores nutricionales

La osteocalcina se relaciond positivamente y de forma significativa con la ingesta
(R=0,33; p=0,028). No hubo correlaciones significativas con otros parametros

nutricionales.

2.3.2 Relaciones con factores involucrados en el remodelado éseo

Observamos una correlacién

IGF-1 - Osteocalcina

estadisticamente significativa entre la |IGF1
osteocalcina y el IGF-1 (R=0,50, p<0,001; | 20007

Grafica 9).
1200~

Considerando por separado los
800~

animales tratados con vy sin selenio, vemos

que en aquellos que no han sido tratados 4007

con selenio, la osteocalcina guarda relacion

250 500 750 1000
con el IGF-1 (R=0,49; p=0,014;). Sin Osteocalcina
R=0,50; p<0,001

embargo, en animales tratados con selenio

Grafica 9: Relacion entre Osteocalcina (ng/dl)
la OCN no solo guarda relacién directa e IGF-1 (ng/ml).

estadisticamente significativa con el IGF-1
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(R=0,59; p=0,007; Grafica 10), sino que también lo hace con el drea de osteoide
(Rho=0,56; p=0,028; Grafica 11).

Se encontré una relacion en el limite de la significacion estadistica entre

osteocalcina y telopéptido (R=0,29, p=0,052).

Osteocalcina - IGF-1 en Correlacién entre Osteocalcina y AO
IGF-1 animales tratados con selenio AO en animales tratados con selenio
1200+
1,54
800~
1,01
400+
0,57
: ' ! d 250 500 750 1000
250 500 750 1000
Osteocalcina R=0,59; p=0,007 Osteocalcina Rho=0,56; p=0,028
Grafica 10: Relaciéon entre osteocalcina Grafica 11: Relacién entre osteocalcina (ng/dl)
(ng/dl) e IGF-1 (ng/ml), sélo en animales que y area de osteoide (%) sélo en animales que
recibieron tratamiento con selenio. recibieron tratamiento con selenio.

2.4 TELOPEPTIDO

Telopéptido

No encontramos diferencias en los
niveles de telopéptido aun cuando las |°0”
ratas  alcohdlicas  mostraban  una
tendencia a niveles mas elevados que el
resto (Tabla 13, pag. 111). Asi, al

considerar Unicamente las ratas sin

selenio, vemos (Gréfica 12) que hay una

tendencia casi significativa a niveles mas 0= 1 5 3 4 & & <
/- Grupos: 1-CT; 2-HP; 3-0H; 4 - OHHP; 5 - CT-
elevados en las ratas alcohdlicas (F=3,69, Se; 6- HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se NS

p=0,068), efecto que desaparece en el Grafica 12: Telopéptido (ng/ml).
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grupo tratado con selenio (F=0,231; p=0,637). Se aprecia de nuevo que el selenio

tiende a aminorar los cambios producidos por la dieta alcohdlica.

A excepcion de la relacion —en el limite de la significacidon estadistica— hallada
con la osteocalcina que ha sido ya comentada, los niveles de telopéptido no mostraron

ninguna relacién significativa con otros parametros estudiados.

3. PRINCIPALES HORMONAS DEL METABOLISMO OSEO

3.1 FACTOR DE CRECIMIENTO INSULINICO TIPO 1

Existieron diferencias significativas entre los grupos estudiados en lo que
respecta a la IGF-1 (F=4,67, p=0,001). En efecto, las ratas alimentadas con dieta

hipoproteica y alcohol, presentaban los niveles mas bajos.

En el analisis de varianza de dos vias presentaron un efecto independiente el
alcohol y el tratamiento con selenio, pero no la dieta hipoproteica. Se observaron
interacciones significativas entre dieta hipoproteica y tratamiento con selenio, asi

como alcohol y tratamiento con selenio (Tabla 15, pag. 119).

Si analizamos por separado

Efectos principales IGF-1 (ng/ml)
las ratas alimentadas con el modelo -2H F=8,78; p=0,007
HP F=4,42; p=0,048

de Lieber-DeCarli sin afiadir selenio, Tabla 14: Efectos principales en animales no tratados con
selenio. Acrénimos: OH: alcohol; HP: dieta hipoproteica;

(Tabla 14) vemos que tanto alcohol IGF-1: Factor de crecimiento insulinico tipo 1.

como dieta hipoproteica ejercen efectos independientes, provocando un descenso de

los niveles de IGF-1.

Sin embargo, al considerar Unicamente las ratas alimentadas con selenio vemos
que las diferencias entre los cuatro grupos de Lieber-DeCarli desaparecen. Este hecho

puede observarse claramente en la Grafica 13 (pag. 118).
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En efecto, en el andlisis de varianza
de dos vias, el selenio muestra una accion
independiente superior a la del etanol
(Tabla 15): si bien las ratas alimentadas
con selenio tienen por lo general niveles
mas bajos de IGF-1 en todos los grupos,
las diferencias entre los grupos
hipoproteico y alcohdlico hipoproteico
desaparecen. Por lo tanto, el selenio
aminora los efectos del alcohol y la dieta
hipoproteica, al igual que pasara con la

osteocalcina.

1 2 3 4 5 6 7 8

Grupos: 1- CT; 2 - HP; 3 - OH; 4 - OHHP; 5- | F=4,67;
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se p=0,001

Grafica 13: Factor de crecimiento insulinico tipo
1 (ng/ml).

Grupo PTH (pg/dl) IGF-1 (ng/ml)
1(CT) 690 + 347 1105 + 494

2 (HP) 611+ 375 917 + 386

3 (OH) 496 £ 382 784 £ 336

4 (OHHP) 496 + 349 323+ 74

5 (CT-Se) 915 + 249 439 + 323

6 (HP-Se) 1278 + 721 449 + 135

7 (OH-Se) 755+378 393+180

8 (OHHP-Se) 909 + 428 551+ 87

F;p NS F=4,67; p=0,001
Diferencias entre grupos (SNK) 1vs4-8

Efectos principales

OH F=4,69; p=0,037
Se F=10,73; p=0,002
Interaccion doble HP-Se F=4,24; p=0,47
Interaccion doble OH-Se F=5,99; p=0,019
9 (AL) 787 + 760 2047 £ 774
Diferencias 1-9 NS T=2,60; p=0,027

Tabla 15: Valores promedio y desviacion estandar por grupos de Factor de crecimiento insulinico tipo
1 y Hormona paratiroidea. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico;
OHHP - alcohdlico hipoproteico; AL — ad libitum; -Se — grupo tratado con selenio. Efectos principales:
OH - alcohol; HP — dieta hipoproteica; Se — adicion de selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo;
SNK — Test de Student-Newman-Keuls; IGF-1 — Factor de crecimiento insulinico tipo 1; PTH — Hormona

paratiroidea.




Resultados. | 119

3.1.1 Relaciones con parametros nutricionales

Observamos una correlacidn

Variacién de peso-IGF-1

estadisticamente significativa entre IGF-1
IGF-1 y la variacién de peso (R=0,60, 1600 7
p<0,001). 1200 |

En el grupo de ratas no tratadas 800

con selenio, se observd ademas una
400

-100 -50 0 50
Variacion de peso R=0,60; p<0,001

relacion con la albumina que resultd

estadisticamente significativa (R=0,50;

Grafica 14: Relacién entre Factor de crecimiento
p=0,034). insulinico tipo 1 (ng/ml) y variacién de peso (g).

3.1.2 Relaciones con parametros de formacion de hueso

La IGF-1 guardd una relacién significativa con la osteocalcina (R=0,50; p<0,001),

como ya se comento.

También se observé relacién —rozando la significacidn estadistica— con el hueso

trabecular (R=0,32, p=0,053).

No se observaron otras relaciones estadisticamente significativas.

3.2 HORMONA PARATIROIDEA

No encontramos diferencias significativas entre los 8 grupos estudiados (F=2,08;
p=0,071), aunque el alcohol tiende a disminuir los niveles de PTH, sin que este
descenso llegue a resultar significativo (F=2,79; p=0,1). En cambio, el selenio aumenta

los valores de esta hormona (9,71; p=0,004; Gréfica 15, pag. 120).
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PTH

Grupos: 1-CT; 2-HP; 3 -
OH; 4 - OHHP; 5 - CT-Se;
6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 -
OHHP-Se

"2zl

1 2 3 4 5 6 7 8
Grupo F=2,08; p=0,071

20007

PTH. Animales tratados con alcohol ‘

Grupos: 1-CT; 2-HP; 3-0H; 4
- OHHP; 5 - CT-Se; 6 - HP-Se; 7 -
OH-Se; 8 - OHHP-Se

;ﬁﬁél

8
F=3,98; p=0,062

1200+

4
Grupo

Grafica 15: Hormona paratiroidea (pg/dl) en
todos los grupos.

Grafica 16: Hormona paratiroidea (pg/dl) en
animales tratados con alcohol.

Si analizamos por separado el grupo de las ratas no alcohdlicas, observamos que

el selenio tiende a incrementar los valores de PTH (F=5,95; p=0,024) tanto de las ratas

control, como de las alimentadas con dieta hipoproteica.

Como vemos en la Grafica 16, existe una tendencia a que los niveles sean mas

elevados en las ratas alcohdlicas tratadas con selenio. Aunque en este grupo, este

efecto se encuentra atenuado, perdiendo la significacion estadistica (F=3,98; p=0,062).

3.2.1 Relaciones con pardmetros nutricionales

Se hall6 correlacién inversa, estadisticamente significativa con el peso final (R=-

0,40; p=0,015).

No se hallaros otras correlaciones con parametros nutricionales, ni bioquimicos u

hormonales relacionados con el metabolismo dseo.



4. OLIGOELEMENTOS

4.1 SELENIO SERICO

Como era de esperar, las ratas
tratadas con selenio presentaron

niveles de selenio sérico
significativamente diferentes del resto
(Grafica 17). Efectivamente, el Unico

factor de forma

que influye
independiente en el selenio sérico es

el aporte de selenio (Tabla 16).
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Selenio sérico

4000+

3000+

2000+

1000+

Grupos: 1 - CT; 2 - HP;

3 - 0OH; 4 - OHHP; 5 -
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 -
OH-Se; 8 - OHHP-Se

4 6
Grupo

8
KW=40; p<0,001

Grafica 17: Selenio sérico (mediana; ppb).

Grupo Selenio sérico (ug/L)

Xt SD Md (p25 - p75)
1(CT) 831 + 763 559 (438 - 815)
2 (HP) 477 + 54 458 (439 - 503)
3 (OH) 516 + 37 504 (492 - 550)
4 (OHHP) 554 + 107 567 (426 - 623)
5 (CT-Se) 2740 + 2255 1962 (1360 - 3234)
6 (HP-Se) 4306 + 1763 4555 (2440 - 6040)
7 (OH-Se) 4136 + 2210 4109 (1734 - 6492)
8 (OHHP-Se) 4042 + 438 4250 (3572 - 4417)
KW; p KW= 40; p<0,001
Diferencias entre grupos (SNK)  5-8 vs 1-4
Efectos principales
Se F=95,31; p<0,001
9 (AL) 564 + 316 564 (341 - 787)
Diferencias 1-9 7=0,52; NS

Tabla 16: Valores promedio (X), desviacién estandar (SD), mediana (Md) y rango intercuartilico, por
grupos, de selenio sérico. Acronimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP —
alcohdlico hipoproteico; AL — ad libitum; -Se — grupo tratado con selenio. Efectos principales: Se — adicion
de selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; KW — Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-

Keuls; Z de Mann-Whitney.
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4.1.1 Relacion con selenio dseo

Los niveles de selenio sérico guardaron relacién estadisticamente significativa

con los niveles de selenio éseo (Rho=0,36; p=0,007).

4.2 SELENIO OSEO

Como era de esperar, las ratas
tratadas con selenio (grupos 5 a 8)
mostraban en general una tendencia a
niveles de selenio mas elevados que las
ratas tratadas sin selenio (grupos 1 a 4),
siendo especialmente llamativos los
resultados relativos a las ratas alimentadas
con dieta

hipoproteica y alcohdlica-

hipoproteica (grupos 6 v 8,

respectivamente; Grafica 18).

Selenio 6seo

Grupos: 1-CT; 2-HP; 3 -
OH; 4 - OHHP; 5 - CT-Se;
6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 -
OHHP-Se

7500+

5000~

el

i1 2 3 4 5 6 1 8
Grupo F=8,93; p<0,001

Grafica 18: Selenio en hueso (ppb).

En el analisis de varianza de dos vias (Tabla 17) observamos que el aporte de

selenio juega un papel independiente sobre el selenio éseo, aunque también la dieta

hipoproteica ejerce un papel, reduciéndolo. No obstante, se observa una interaccién

entre selenio y dieta hipoproteica, de manera que la adicién de selenio corrige en las

ratas hipoproteicas el déficit anteriormente sefialado. También hay una interaccién

entre selenio y alcohol, reflejandose en el

hecho de que las ratas alimentadas con

alcohol tienden a tener una

concentracion de selenio dseo, fendmeno

que se contrarresta al aiadir selenio (grupos

3y 7, respectivamente).

Efectos principales Selenio 6seo (ppb)

HP F=11,75; p=0,001

Se F=20,11; p<0,001

mayor

Interaccion doble HP-Se F=15,62; p<0,001

Interaccion doble OH-Se F=4,81; p=0,033

Tabla 17: Efectos principales. Acronimos: OH:
alcohol; HP: dieta hipoproteica; Se: Tratamiento
con selenio.




4.2.1 Relaciones con

pardmetros de destruccion de

hueso

Observamos correlaciones
directas entre selenio dseo y
marcadores de destruccidon del
hueso resultaron significativas

estadisticamente.

Asi, la PTH guardd relacidn
directa con la concentraciéon de
selenio en el hueso (R=0,41;

p=0,006; Grafica 19).

También el telopéptido se
correlacioné de forma directa y
estadisticamente  significativa
con la concentracién de selenio
en hueso (Rho=0,46; p=0,001).
Puede  observarse esta

correlacion, en la Gréfica 20.

4.2.2 Otras relaciones

No fueron observadas otras relaciones significativas
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Selenio 6seo - PTH

Se
12000
8000
4000+
0= T T ) T
0 500 1000 1500 2000
PTH R=0,41; p=0,006

Grafica 19: Relacion entre selenio 6seo (ppb) y Hormona
paratiroidea (pg/dl).

Selenio 6seo - Telopéptido

Se
8000
4000+
0 T T T T
50 100 150 200
Telopéptido Rho=0,46; p=0,001

Grafica 20: Relacidn entre selenio éseo (ppb) y telopéptido
(ng/ml).

entre selenio 6seo y

hormonas, marcadores de formacién o destruccion dsea, o pardmetros histoldgicos.
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Grupo Selenio d6seo (ppb) Zinc 6seo (ppm) Hierro 6seo (ppm)
1(CT) 2450 + 1497 1716 + 23,3 179,6 £ 59,5

2 (HP) 1735 + 991 135,7 + 13,4 186,4 + 31

3 (OH) 3379 + 1230 156,1 + 13,2 193,6 + 68,2

4 (OHHP) 3604 + 1065 156,1 + 20,7 203,3 + 45,9

5 (CT-Se) 3853 + 625 157,8 + 23,1 140,7 + 50,6

6 (HP-Se) 6264 + 1977 131,4 + 12,3 156,4 + 23,8

7 (OH-Se) 2473 £ 1703 147,5 + 17,7 143,4 + 60,5

8 (OHHP-Se) 6647 + 3495 1348 + 17,8 177,7 £ 25,1

F; p F=8,09; p<0,001 F=4,96; p<0,001 NS

Diferencias entre grupos (SNK) 6,8 vs.1-5y7

lvs.2,6y8

Efectos principales

HP F=11,75; p=0,001

F=16,92; p<0,001

Se F=20,11; p<0,001

F=6,92; p=0,011

F=8,87, p=0,004

Interaccion doble OH-HP

F=7,44; p=0,009

Interaccion doble HP-Se F=15,62; p<0,001

Interaccion doble OH-Se F=4,81; p=0,033

9 (AL) 2327 + 1643

184,3 + 27,3

197,7 £ 50

Diferencias 1-9 NS

NS

NS

Tabla 18: Valores promedio y desviacién estandar por grupos de selenio éseo (ppb), zinc 6seo (ppm) y
hierro éseo (ppm). Acrénimos: Grupos: CT control; HP hipoproteico; OH alcohdlico; OHHP alcohélico
hipoproteico; AL ad libitum; -Se grupo tratado con selenio. Efectos principales: OH alcohol; HP dieta
hipoproteica; Se adicion de selenio. Otros acréonimos: NS no significativo; SNK Test de Student-
Newman-Keuls; ppb partes por billon; ppm partes por millon.

4.3 ZINC OSEO

Hubo diferencias significativas entre
los grupos estudiados (F= 4,96; p<0,001).
En términos generales, los valores mas
elevados correspondian al grupo control
(azul), y los mds bajos a los grupos
hipoproteicos (rojo) (SNK:1vs. 2, 6 y 8).

Esto puede verse en la Gréfica 21.

La dieta hipoproteica ejercid un
efecto independiente y significativo. El

selenio mostré una tendencia significativa

2 , TS . .. . . 9 .
Aqui, billon hace referencia a la acepcion anglosajona, es decir, 10” unidades.

Zn 6seo

1 2 4 5 6
Grupos: 1 - CT; 2 - HP; 3- OH; 4 - OHHP; 5 - | F=4,96;
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se p<0’001

Grafica 21: Zinc 6seo (ppm).




a disminuir los niveles de zinc en

general. En cambio las ratas

hipoproteicas alimentadas con selenio,
tendian a niveles mas elevados que las
selenio, existiendo

ratas sin una
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Efectos principales Zinc 6seo (ppm)

HP F=16,92; p<0,001
Se F=6,92; p=0,011
Interaccion doble OH-HP F=7,44; p=0,009

Tabla 19: Efectos principales. Acrénimos: OH:
alcohol; HP: dieta hipoproteica; Se: Tratamiento con
selenio.

interaccion significativa entre ambos factores (Tabla 19).

No hallamos diferencias significativas en los niveles de zinc en hueso entre el

grupo control y el grupo alimentado ad libitum.

Se hallaron correlaciones con parametros nutricionales y de sintesis dsea, que se

analizan a continuacion.

4.3.1 Relacién con albumina

Los niveles de zinc 6éseo
mostraron una tendencia (R=0,31;
p=0,092) a relacionarse con la
albdmina. Esta tendencia dependia de
los grupos no tratados con selenio
(Gréfica 22), en los que es mas fuerte,
acercandose a la  significacidon
estadistica la correlacion entre zinc
6seo y albumina (R=0,46; p=0,058).
Por el contrario, encontramos que
esta relacion no es estadisticamente
significativa en aquellos animales que

han sido tratados con selenio.

Albumina - Zinc 6seo

Albam.
4,54
4,01
3,5
3,0
125 150 175 200
Zinc 6seo R=0,46; p=0,058

Grafica 22: Relacion entre albdmina (g/dl) y zinc 6seo
(ppm) en animales no tratados con selenio.
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4.3.2 Relacion con IGF-1

También se observd que existia
correlacion directa, estadisticamente
significativa con los niveles de IGF-1
(R=0,50; p=0,001; Grafica 23). Esta
correlacién dependia del grupo de
ratas no tratadas con selenio, en las
gue la correlacion entre IGF-1 y zinc
0seo es estrecha (R=0,59; p=0,002). Al
igual que para la albumina, en las
ratas tratadas con selenio no hubo

relacion alguna.

4.3.3 Otras relaciones

IGF-1 - Zinc 6seo

IGF-1
1600
1200~
800
400+
125 150 175 200
Zinc 6seo R=0,50; p=0,001

Grafica 23: Relacion entre Factor de crecimiento
insulinico (ng/ml) y zinc 6seo (ppm).

No se hallaron correlaciones significativas con ninguno de los otros pardmetros

histolégicos, marcadores de remodelado u hormonas analizados.

4.4 HIERRO OSEO
No encontramos diferencias

significativas entre los 8 grupos
estudiados (Tabla 18, pag. 124). Sin
embargo, las ratas alimentadas con
selenio presentaban, en general,
niveles mas bajos de hierro que las no

tratadas, ejerciendo este elemento un

Hierro dseo

250+

200+

150

1004

1 2 3 4 5 6 7

8
Grupos: 1 - CT; 2 - HP; 3 - OH; 4 - OHHP; 5 - |F=1,78; NS
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se

Grafica 24: Hierro 6seo (ppm).
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efecto independiente estadisticamente significativo (F=8,87; p=0,004), segun revela el
analisis de varianza. Esto se observa claramente en la Gréfica 24 (pag. 126). Como
vemos en esta grafica, los animales no tratados con selenio y alimentados con alcohol

y dieta hipoproteica tenian los niveles mas altos de hierro.

4.4.1 Relaciones

Se halld relacion inversa, estadisticamente significativa (R=-0,41; p=0,022), entre
hierro 6seo y albumina. Tal vez esto se explique por la relacion directa entre alcohol y
dieta hipoproteica con los niveles de hierro 6seo, tal como se comentd en el apartado

anterior.

Observamos una relacién significativa entre hierro éseo e IGF-1 (R=0,37;
p=0,015). Ademds se observa una relacion inversa entre hierro éseo y PTH (R=-0,34;

p=0,025)

Encontramos también una correlacion inversa, estadisticamente significativa (R=-
0,46; p=0,041) entre hierro 6seo y telopéptido en animales tratados con selenio, que

no estd presente en aquellos que no recibieron selenio.

No se observaron otras correlaciones significativas con marcadores de

remodelado 6seo o parametros histolégicos.

4.5 COBRE OSEO

Al contrario que los oligoelementos en el hueso analizados hasta el momento, el
cobre y el manganeso —del que hablaremos en el apartado siguiente— presentaron una
distribucién no paramétrica. Analizamos las diferencias entre los grupos mediante el
Test de Kruskall-Wallis, observando diferencias significativas entre los ocho grupos

analizados (K-W=16,17; p=0,024; Tabla 21, pag. 130; Grafica 26 y Grafica 25, pag. 128).
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60000
* Grupos: 1-CT; 2 - HP; 3-0H; 4 - OHHP; 5 -
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 - OH-Se; 8 - OHHP-Se
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Grupo K-W=16,17; p=0,024

Grafica 25: Cobre 6seo (ppb).

Aunque en la Grafica 26 existe -
12000

una aparente diferencia entre los Grupos: 1 - CT; 2 - HP;
3 - OH; 4 - OHHP; 5 -

valores del grupo control con los 10000-| CT-Se; 6 - HP-Se; 7 -
OH-Se; 8 - OHHP-Se

grupos hipoproteicos con y sin alcohol, 8000 -

y se aprecia ademds que el

6000 |
tratamiento con selenio disminuye las

diferencias observadas, al realizar un 4000+

anadlisis de varianza de dos vias, 20001

observamos que no hay interacciones o

o . 3 4 5 6 7 8
significativas considerando los ocho Grupo K-W=16,17; p=0,024

grupos globalmente Grafica 26: Cobre 6seo (ppb).



4.5.1 Relaciones
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Se encontrd una relaciéon directa estadisticamente significativa entre el cobre en

hueso y el drea de osteoide (Rho=0,34; p=0,013).

No hubo otras relaciones con significaciéon estadistica entre el cobre en hueso y

los parametros de remodelado 6seo, hormonas o parametros histoldgicos.

4.6 MANGANESO OSEO

Se obtuvieron diferencias
significativas tras el analisis en los
niveles de manganeso dseo (K-W=
25,34; p=0,001), presentando las ratas

alcohdlicas sin selenio los niveles mas

bajos. Se aprecia ademds una
interaccion con significacion
estadistica  entre el factor “dieta
hipoproteica” y “alcohol”, ya que si

bien por separado cualquiera de ellos
mostraba una tendencia a disminuir

los niveles de manganeso, cuando

Manganeso

Grupos: 1 - CT; 2 - HP;
3 - OH; 4 - OHHP; 5 -
CT-Se; 6 - HP-Se; 7 -
OH-Se; 8 - OHHP-Se

1500+

1000+

500+

4 5
Grupo

Grafica 27: Manganeso 6seo (ppb).

ambos factores coexisten, los niveles de manganeso aumentan. Como con otros

oligoelementos, la adicién de selenio parece aminorar las diferencias (Tabla 20).

Efectivamente, si consideramos
Unicamente las ratas no tratadas con
selenio, observamos que la interaccién

entre alcohol y dieta hipoproteica es

Efectos principales Manganeso 6seo (ppb)

Interac. doble OH-HP F=11,23; p=0,001

Interaccion Triple F=13,71; p<0,001

Tabla 20: Efectos principales. Acrénimos: OH:
alcohol; HP: dieta hipoproteica.

altamente significativa (F=14,51; p=0,001) y en cambio, si consideramos Unicamente
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las ratas tratadas con selenio vemos que dicha interaccién no existe (p=0,35). Sin
embargo, al considerar solo a estos animales —tratados con selenio—, obtenemos una
interaccion con el alcohol (F=7,48; p=0,011). Este fendmeno puede observarse de

forma mas clara en la Grafica 27.

4.6.1 Relaciones

Se encontrd una correlacién indirecta, estadisticamente significativa entre VOT y

manganeso 6seo (Rho=-0,27; p=0,043).

No se hallaron otras correlaciones significativas con ninguno de los pardmetros

de metabolismo éseo estudiados.

Grupo Cobre dseo (ppb) Manganeso 6seo (ppb)

X + SD Md (p25 - p75) X + SD Md (p25 - p75)
1(CT) 11361 =+ 17746 4110 (2995 -10400) 1409 + 618 1160 (904 - 1963)
2 (HP) 4313 + 1987 3782 (2705 - 6491) 788 + 682 633 (336 - 808)
3 (OH) 6800 + 4922 5724 (3008- 8794) 520 + 369  391(208- 918)
4 (OHHP) 3482 + 2334 2458 (1763 - 5831) 1589 + 800 1374 (925 - 2468)
5 (CT-Se) 6990 + 945  6710(6335- 7088) 851 + 115 852 (789- 955)
6 (HP-Se) 6928 + 668 7216 (6237 - 7285) 800 + 155 739 (690 - 970)
7 (OH-Se) 7505 + 1206 7205 (6504 - 8635) 1089+ 204 1071 (977 - 1279)
8 (OHHP-Se) 6559 + 2043 7110 (4365- 8209) 954+ 275 930 (715 - 1243)
KW; p K-W=16,17; p=0,024 K-W= 25,34; p=0,001
Diferencias entre 4vs2,3,56y8; ylvs3

grupos (Test de SNK)
Efectos principales

Se F=8,87; p=0,004

Interac. doble OH-HP F=11,23; p=0,001

Interaccion Triple F=13,71; p<0,001

9 (AL) 184,3+27,3 3501 (2805-5400) 197,7 = 50 1705 (902-
2662)

Diferencias 1-9 Z=0,87;NS Z=0,60; NS

Tabla 21: Valores promedio y desviacidon estandar (SD); y mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-
p75) por grupos, de cobre 6seo y manganeso 06seo. Acronimos: Grupos: CT — control; HP —
hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; AL — ad libitum; -Se — grupo tratado
con selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; KW — Test de Kruskall-Wallis; SNK — Test de
Student-Newman-Keuls; ppb — partes por billon; Z de Mann-Whitney.



5. RESUMEN DE RELACIONES HALLADAS
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Se-sérico Var. peso P. final Albumina
voT - R=0,57; R=0,55; NS
P<0,001 P<0,001
AO R=0,43; R=0,40; NS
P=0,002 P=0,005
OCN - NS NS NS
L NS NS NS
IGF.1 - R=0,60; R=0,64; NS
P<0,001 P<0,001
PTH Rho 0,36; NS R=-0,40; NS
P=0,007 P=0,015
Se 0 - NS
Zn - R=0,31;
P=0,092
Fe R=-0,41;
P=0,022
Cu R R NS
Mn NS

Tabla 22: Relaciones de parametros histoldgicos, bioquimicos y hormonales, asi como niveles de
oligoelementos en hueso, con parametros nutricionales. En gris los que mostraron tendencia, sin llegar a

la significacion estadistica.

VOT AO OCN TP IGF-1 PTH
vor @ - e NS NS R=0,32; NS
P=0,053
AO  eeee e NS NS NS NS
OCN NS NS R=0,29; R=0,50; NS
P=0,052 P<0,001
TP NS NS R=0,29, = --—-- NS NS
P=0,052
IGF-1 R=0,32; NS R=0,59; NS — NS
P=0,053 P=0,007
PTH NS NS NS NS NS e
Se NS NS NS Rho=0,47; NS R=0,41;
P=0,001 P=0,006
Zn NS NS NS NS R=0,50; NS
P=0,001
Fe NS NS NS NS R=0,37; R=-0,34;
P=0,015 P=0,025
Cu NS Rho=0,34; NS NS NS NS
P=0,013
Mn Rho=-0,27; NS NS NS NS NS
P=0,043

Tabla 23: Relaciones entre pardametros histoldgicos, bioquimicos y hormonales, asi como niveles de
oligoelementos en hueso. En gris los que mostraron tendencia, sin llegar a la significacién estadistica.
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Hemos disenado este estudio con el objetivo de analizar si la adicion de selenio
revierte las alteraciones dseas generadas por el alcohol y la malnutricidn proteica. Para
ello hemos utilizado el modelo de Lieber-DeCarli, ya que permite analizar por separado
y conjuntamente los efectos de alcohol y malnutricion proteica. Un requisito
importante para este tipo de experimentos estriba en la conveniencia de que todos los
grupos de ratas ingieran la misma cantidad de calorias, a fin de que la interpretacidn
de los resultados finales no se vea enturbiada por la eventual presencia de diferencias
en el aporte caldrico. Esto se consigue tras una observacidn inicial en la que se
identifica al grupo de ratas que menor cuantia ingiere al dia. A partir de ese momento
se proporciona a todos los animales esa misma cantidad de cada una de las dietas. Este
sistema se ha denominado pair feeding. Si bien este procedimiento puede ser sencillo
de llevar a cabo con pocos grupos de ratas, es mucho mas complejo hacerlo cuando,
como en nuestro caso, se utilizan ocho grupos de animales. Las dietas de Lieber-
DeCarli estan disefiadas para ser completas desde un punto de vista nutricional y
ademas para contener idéntica cantidad de oligoelementos, como ya sefialamos en el

apartado correspondiente.

Una critica inherente al sistema de pair feeding es que si los animales van
perdiendo peso a lo largo del estudio —como es habitual en los grupos alimentados con
dietas hipoproteicas, especialmente si se afiade alcohol a las mismas— la cantidad
caldrica y de alcohol que reciben las ratas que mas peso han perdido por unidad de
peso es mayor que la del resto. Por eso en algunos casos como en este estudio, en el
cual se pretende analizar los contenidos de oligoelementos en el hueso y su relaciéon
con diversos parametros de metabolismo calcio-fosférico, es incluso positivo que la
cantidad de dieta aportada a los animales con menor peso haya sido menor. En efecto,
como expusimos en la Grafica 1 (pag. 108) cuando analizdbamos la cuantia de dieta
ingerida en relacion al peso de los animales al final del estudio, observamos que no
existian diferencias significativas entre los grupos analizados, lo que implica que el
aporte total de hierro, cobre, manganeso y zinc por unidad de masa magra era similar

en los cuatro grupos.
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Como comentamos en la introduccion de este trabajo, desde los clasicos
estudios de Saville y Lieber, en 1965 (Saville, 1965), se sabe que la masa désea del
alcohdlico de edad media es similar a la de ancianos no alcohdlicos. En afios
posteriores y mediante procedimientos histoldgicos se constaté que el alcoholismo
provocaba descenso de la masa dsea —es decir, osteoporosis— (Diamond et al., 1989),
aunque algunos autores encontraron también osteomalacia en algunos de sus
pacientes (Lalor et al., 1986). Se conoce también que el descenso de la masa dsea
obedece fundamentalmente a un efecto directo del alcohol sobre el osteoblasto
(Feitelberg et al., 1987), siendo mas controvertido el efecto sobre la destruccidn ésea,
aunque al provocar el alcohol una defectuosa absorcion de calcio, el
hiperparatiroidismo secundario a la hipocalcemia puede sin duda jugar un papel. Pero
no todos los autores encuentran exceso de PTH en los alcohdlicos crénicos (Diamond
et al., 1989; Baran et al., 1980), de tal manera que el exceso de reabsorcién ésea en el
alcohdlico ha sido un tema debatido. Recientemente el descubrimiento del sistema
osteoprotegerina-RANKL, y la activacion de este ultimo por citocinas proinflamatorias
ha reavivado el interés por este aspecto del metabolismo del etanol, habiéndose
descrito aumento de la actividad del RANKL —y por lo tanto del osteoclasto— con
aumentos compensadores de la osteoprotegerina. En nuestro estudio se observa
claramente que el alcohol y la malnutricién proteica provocan un descenso de masa
Osea que es aditivo cuando ambos factores actian conjuntamente, en concordancia

con estudios previos realizados utilizando el mismo modelo (Molina-Pérez et al., 2000).

El presunto efecto tdxico del alcohol sobre el osteoblasto no es conocido en sus
detalles intimos. Estudios llevados a cabo por Kim H. et al. (2006) demuestran que el
alcohol potencia el efecto peroxidante lesivo del isofluorano sobre el ADN. Un
mecanismo parecido —es decir, lesion del ADN por ROS— puede jugar un papel en el
sindrome alcohdlico fetal (Henderson et al., 1999). Es decir, al menos tedricamente
cabe la posibilidad de que la peroxidacién del ADN afecte también al osteoblasto y
altere asi su funcién. En cualquier caso, como se comentd en la introduccion, en el
alcohdlico crénico existe un aumento de permeabilidad intestinal que promueve el

paso de endotoxina a la sangre portal y de ahi al higado. Esta endotoxina activa a la
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célula de Kupffer y provoca liberacidn de citocinas al tiempo que incremento de la
peroxidacién lipidica, que liberan mas citocinas, formando un ciclo de
retroalimentacioén positiva. Por lo tanto, independientemente de que el alcohol pueda
ejercer un efecto directo tdxico sobre el ADN del osteoblasto, mediado por la lesion
oxidante, lo que es cierto es que la lesion oxidante incrementa la produccidon de
citocinas circulantes capaces de activar al RANKL. Existe por lo tanto un nexo de unién
peroxidacién lipidica-osteopenia que puede desdoblarse en un mecanismo dirigido al
osteoblasto, es decir, reduciendo la sintesis, y otro, activando al osteoclasto via RANKL

y promoviendo la reabsorcién.

El selenio es un potente antioxidante, ya que es el principal cofactor de la
Glutation Peroxidasa (GPX), tanto que la actividad de esta enzima es dependiente de
los niveles de selenio. En el alcohdlico crénico se describen niveles bajos de selenio,
que incluso tienen valor prondstico en el analisis univariante de los datos. La patogenia
del déficit de selenio en el alcohdlico crénico no es bien conocida; muchos estudios
apuntan a que es la malnutricién proteica concomitante la causante de este déficit
(Cho et al., 1991; Sempertegui et al., 2003). Dadas estas premisas, es absolutamente
pertinente analizar el efecto del selenio sobre la masa dsea en el modelo de Lieber-
DeCarli que hemos elegido, ya que como sabemos, dicho modelo permite analizar los
efectos del selenio tanto sobre ratas tratadas con alcohol como con malnutricién
proteica. Hemos elegido para este estudio administrar una dosis de selenio
relativamente alta, aunque en el rango de la utilizada por otros investigadores. El
objetivo es, de acuerdo con Sieber et al. (2009), administrar una dosis que garantice el

correcto funcionamiento de los sistemas antioxidantes modulados por el selenio.

Los resultados en lo que respecta a la masa Osea son sin embargo
desalentadores. El selenio no parece ejercer efecto alguno sobre los cambios que
inducen el alcohol y la malnutricidn, ya que si observamos la Gréfica 4 (pag. 110)
vemos que el comportamiento de las ratas tratadas con selenio en lo que respecta a la
masa 6sea es absolutamente superponible al de las ratas no tratadas con selenio. De
manera parecida no observamos tampoco efectos sobre el osteoide. En contraste con

observaciones previas no encontramos diferencias significativas en la cantidad de
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osteoide entre los grupos analizados. Existid no obstante una relacién entre osteoide y
peso del animal. La situacién de malnutricidon proteica obliga al organismo a la
utilizacidn por parte del higado de los aminodcidos disponibles, lo cual tiene sin duda
un efecto sobre la sintesis de una matriz proteica como es el osteoide. Aun cuando el
selenio no ejercié un efecto global significativo si que puede apreciarse en la Grafica 6
(pdg. 113) que las ratas alcohdlicas hipoproteicas alimentadas con selenio no
presentaban la tendencia al descenso de osteoide que se apreciaba en las ratas no
tratadas con selenio. Este resultado concuerda con lo obtenido con la osteocalcina,
que, descendida en las ratas alcohdlicas hipoproteicas, recuperaba valores normales

en las ratas alimentadas de esta manera pero ademas tratadas con selenio.

La osteocalcina es un marcador de sintesis dsea, por lo que podria esperarse que
guardara una relacién significativa con la cantidad de osteoide. Esto no es asi al
considerar la totalidad de animales pero si se observa cuando se analizan por separado
las ratas tratadas con selenio y sin selenio. En el grupo tratado con selenio hay una
relacion significativa entre osteoide y osteocalcina, plenamente en concordancia con lo

gue se acaba de comentar.

En el grupo no tratado con selenio, la osteocalcina guarda relacién directa con la
variacion de peso. Este resultado es absolutamente légico, ya que si la osteocalcina
refleja un proceso de sintesis, es normal que una rata que se desnutra tenga menores

niveles de osteocalcina.

La IGF-1 —o somatomedina C— es una de las principales hormonas estimulantes
del crecimiento dseo. Asi por ejemplo, los enanismos hipofisarios dependen en gran
parte del defectuoso crecimiento del cartilago, como consecuencia de una baja
produccién de IGF-1. También la IGF-1 juega un papel en la fase de sintesis del
remodelado dseo. Mltiples trabajos, tanto en pacientes alcohdlicos como en modelos
experimentales, encuentran una clara relacion entre el IGF-1 y la masa ésea (Ammann
et al., 2000; Bourrin et al., 2000; Bourrin et al.,, 2000; George et al., 2009) y o
parametros de formacién de hueso, tanto histoldgicos, como bioquimicos. La IGF-1 se

inhibe en situaciones de malnutricidn, por lo que son perfectamente explicables las
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relaciones encontradas entre variacion de peso e IGF-1. Como era de esperar, la IGF-1
estaba claramente descendida en los animales alimentados con dieta hipoproteica y
alcohol, aunque el analisis multivariante identifica al alcohol —y no a la malnutricidon—
como el factor independiente de mayor significacidon estadistica. También se explica de
forma sencilla la relacién entre IGF-1 —factor promotor de la sintesis dsea— vy

osteocalcina —producto que refleja la cuantia de esta sintesis.

Como hemos comentado a propdsito de osteoide y osteocalcina, vuelve a
observarse que el selenio ejerce un efecto modulador sobre las alteraciones de la
IGF-1. Asi las ratas tratadas con alcohol, dieta hipoproteica y ademas selenio presentan
unos niveles de osteocalcina similares a las del grupo control alimentado con selenio,
aunque hay que sefalar que en ambos grupos los niveles de IGF-1 eran claramente
inferiores a los del grupo control no tratado con selenio. El efecto del selenio sobre la
IGF-1 ha sido estudiado en varios modelos animales y en seres humanos con
resultados diversos. Asi Karl et al. (2009) encuentra una relacién directa en mujeres
jovenes entre niveles de selenio e IGF-1, resultado congruente con el referido por
Moreno-Reyes et al. (2001) quienes observan que el déficit de selenio induce retraso
en el crecimiento y disminucion de los niveles de IGF-1. En cambio, Ward et al. (2008)
encuentra que no se afecta la IGF-1 por la suplementacion de la dieta con selenio,
resultado similar al de Meltzer y Haugh (1995) quienes encuentran que la ingesta de
selenio no modifica los niveles de IGF-1. Ademas de lo comentado, otros autores han
observado que la adicién de selenio reduce el crecimiento del cancer de préstata
(Lindshield et al., 2010; Tolman et al., 2008), asocidandose este efecto a una reduccion
de los niveles de IGF-1 en ratas. Nuestros resultados concuerdan con esta ultima
observacién, a excepciéon del grupo de ratas tratadas con alcohol y con dieta pobre en
proteinas en las que el selenio si parece tener un efecto positivo. El selenio se acumula
en los granulos secretorios de las células hipofisarias productoras de GH. Por eso en
animales intoxicados con selenio se observa un descenso de la IGF-1 y de la GH. Las
dosis empleadas en nuestro estudio no son en absoluto tdxicas, estando en el rango de

lo empleado por otros investigadores para garantizar un efecto antioxidante, pero no
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podemos descartar un efecto como el descrito sobre la secrecidon de IGF-1, lo que

explicaria por otra parte la aparente ausencia de eficacia sobre la masa dsea.

Lo que es cierto es que el efecto tréfico de la IGF-1 sobre el hueso se aprecia
también en nuestro estudio dado que globalmente encontramos una relacién
practicamente significativa entre IGF-1 y masa 6ésea y ademas entre IGF-1 vy

osteocalcina.

Como antes comentamos el alcohol puede provocar hipocalcemia. Esta puede
estimular a la PTH y provocar un aumento de la reabsorcion ésea. La logica de este
mecanismo no se ve refrendada sin embargo por los resultados obtenidos por Ia
mayoria de los autores que han estudiado la osteopatia metabdlica en el alcohdlico.
Asi Baran et al. (1980) y Diamond et al. (1989) y Kim et al. (2003), entre otros, no
encuentran variaciéon en la PTH en pacientes alcohdlicos. Vanderlagt et al. (2007)
encuentran un aumento de la destruccidon dsea solamente en varones mientras que
George et al. (2009) encuentran mayores niveles de deoxipiridinolina —marcador de
destrucciéon désea— en la mayoria (pero no en todos) de los pacientes afectos de
hepatopatia crénica alcohdlica. Crawford et al. (2003) encuentran una relacién entre la
intensidad de la reabsorcion dsea y la funcién hepatica. Pero sin embargo, Kim et al.
(2003) no encuentran que difiera la intensidad de la reabsorcion dsea entre pacientes
y controles. No hemos encontrado en el presente trabajo alteraciones de la PTH en los
grupos de animales estudiados, aunque hay que resaltar una tendencia del selenio a
aumentar los valores de PTH tanto en ratas alcohdlicas como en ratas no alcohdlicas.
Moreno-Reyes et al. (2001) en ratas con dieta pobre en selenio encontré un aumento

al doble de los niveles de PTH, que los explica al haber encontrado hipocalcemia.

De la misma manera que la PTH no mostré diferencias significativas entre los
distintos animales estudiados tampoco encontramos diferencias estadisticamente
significativas en lo referente al telopéptido. No olvidemos que el telopéptido es un
marcador de la destruccién de coldgena, tanto ésea como hepatica. Por eso la
interpretacion de sus niveles se complica cuando hay cirrosis hepatica, hecho que no

se produjo en nuestros animales. En las situaciones de malnutricidn proteica es
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frecuente que se observe una osteoporosis de bajo turnover, caracterizada por niveles
bajos de osteocalcina y niveles bajos también de telopéptido. En nuestro estudio
tampoco podemos colegir que exista una situacién de este tipo, ya que el grupo de
ratas control presentaba unos niveles de selenio similar a los del resto. Debemos
sefialar no obstante como hecho curioso, que la tendencia observada en ratas
alcohdlicas a un aumento del telopéptido desaparece en los animales tratados con
selenio, volviendo a actuar este no metal como un elemento modulador de las

alteraciones inducidas por el alcohol y la malnutricion.

HIERRO

Como antes comentamos el hierro es un elemento con capacidad oxidante, por
lo que se ha involucrado en la lesion hepdtica —al menos como mecanismo
coadyuvante— en el alcohdlico crénico. El alcohol es un factor conocido que tiende a
provocar sobrecarga de hierro en el higado. Frente a la unanimidad de resultados
relativos a la sobrecarga de hierro hepatico, el comportamiento del hierro en el hueso

de los animales alcohdlicos ha sido mucho menos estudiado.

Una de las principales conclusiones en este sentido derivan de observaciones
clinicas realizadas en procesos diferentes del alcoholismo, aunque Preedy et al. (1991)
han estudiado en modelos murinos el contenido de hierro, encontrando que este se

incrementa en un 15% tras 42 dias de tratamiento con alcohol.

En nuestro estudio, aunque no observamos diferencias significativas, las ratas
alimentadas con dieta hipoproteica y alcohol presentaban niveles mas altos de hierro
d0seo. Actualmente se conoce el efecto de la hepcidina sobre el metabolismo del
hierro, regulando la absorcién de hierro en relaciéon a las reservas corporales de hierro,
habiéndose visto que con el consumo crénico de alcohol este mecanismo es
imperfecto, lo que genera un aumento de la absorcién de hierro pese a una eventual

sobrecarga de hierro en el organismo. En este sentido el efecto es sinérgico con el de
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la malnutricidn proteica, habiéndose descrito un incremento de la sobrecarga hepatica

de hierro cuando malnutricién y alcoholismo coexisten.

La sobrecarga de hierro en higado (que mejor valora las reservas corporales de
hierro) tiende a producirse, como hemos comentado, en las ratas alimentadas con
dieta alcohdlica e hipoproteica, aunque tampoco aqui las diferencias son
estadisticamente significativas. No obstante, este exceso de hierro puede ejercer un
efecto deletéreo sobre la sintesis dsea, ya que en general el hierro es un elemento
prooxidante y su sobrecarga se ha asociado a peroxidacién lipidica y lesién de otras
organelas por el exceso de radicales oxidantes (ROS). Asi se ha descrito (Weinberg,
2008; Isomura et al., 2004) mayor osteoporosis en individuos con sobrecarga férrica,
constituyendo la hemocromatosis el paradigma de esta aseveracién. Como es sabido,
la osteoporosis es una constante en este proceso, que cldasicamente se atribuia al
hipogonadismo caracteristico de dicha enfermedad. Recientemente Sinigaglia et al.
(1997) demostraron mediante analisis de regresidon logistica que era la cantidad de
hierro en hueso el principal factor relacionado de forma independiente con la
osteopenia de estos pacientes. Estos resultados concuerdan con los estudios de
Vernejoul et al. (1984), quien observa disminucidon de la sintesis 6sea en cerdos
tratados con hierro parenteral. Otras observaciones recientes en las que se encuentra
también un descenso de la masa dsea en pacientes con sobrecarga férrica —como por
ejemplo, afectos de beta-talasemia (Weinberg, 2008) — han respaldado la hipdtesis de
gue la lesién ésea obedece a la activacidn de citocinas proinflamatorias derivadas del
efecto oxidante del hierro. La presencia de ROS constituye un estimulo de primer
orden para que los macréfagos secreten citocinas proinflamatorias como el TNF-a y la
IL-6, quienes a su vez activan al RANKL y promueven por lo tanto la actividad del

osteoclasto.

También el efecto prooxidante del hierro parece jugar un papel independiente
de las citocinas sobre la diferenciacién y funcion del osteoblasto por una parte, siendo
inductor también de la apoptosis de estas células. Por lo tanto, si es la lesidon oxidante
la causante del descenso de la masa désea que se observa en las situaciones de

sobrecarga de hierro y si es el modelo de Lieber-DeCarli una situaciéon en la que se
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combinan alcoholismo y malnutricién proteica —ambos inductores de una sobrecarga
férrica y de una pérdida de masa dsea— es légico pensar que la adicién de un
antioxidante pueda revertir estos cambios. Aunque en nuestro estudio no hubo una
relacioén significativa entre masa dsea y hierro éseo, conviene subrayar que la menor
masa 6sea se observd en las ratas alimentadas con alcohol y dieta hipoproteica, es
decir, en aquellas que presentaban unos niveles de sobrecarga férrica mds acentuados.
No todos los autores han encontrado una relacidon entre osteoporosis y hierro dseo.
Estudios preliminares de nuestro grupo (Gonzalez-Reimers et al., 2005b) no muestran
relacion, en concordancia con los estudios de Soliman et al. (1998) en nifnos afectos de
B-talasemia. La adicion de otros antioxidantes tampoco ha mostrado (Wolf et al., 2005)
mejoria de la osteoporosis en mujeres posmenopdusicas suplementadas con

antioxidante.

Aun cuando carente de significacién estadistica, llama la atencion el efecto del
selenio sobre el hierro 6éseo. De manera similar a lo observado con otras variables
analizadas en el presente trabajo la adicidon de selenio parece aminorar los cambios
producidos por alcohol y dieta hipoproteica, tendiendo por lo general a disminuir la
cantidad de hierro 6seo en todos los grupos. Evidentemente esto tiene una base
tedrica. Se conoce que en situaciones de inflamacién crdnica, probablemente a través
de la hepcidina, se produzca un secuestro del hierro en el Sistema Mononuclear
Fagocitico (SMF); la hepcidina seria una via final comun del efecto de citocinas
proinflamatorias liberadas en este tipo de situaciones. El consumo crénico de alcohol
se acompaia de una liberacion de citocinas que remeda en cierta forma lo que ocurre
en una situacién infamatoria crénica. Ademds, como se menciond, los ROS promueven
una sintesis alun mayor de citocinas proinflamatorias. Siendo el selenio un potente
antioxidante no seria de extranar que protegiera al hueso de la sobrecarga férrica
como parece ocurrir en nuestro caso. Es llamativo en este sentido que en pacientes
con hemoglobinopatias y sobrecarga férrica se encontrara hasta en un 75% de los
casos déficit de selenio (Claster et al., 2009). Otros autores encuentran que los
pacientes con betatalasemia maior y sobrecarga crénica de hierro presentan niveles

mas bajos de selenio (Bartfay y Bartfay, 2000).
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Mencién aparte merece la relacién encontrada entre hierro éseo y tejido
osteoide. Se ha descrito que el exceso de hierro dietético puede provocar
osteomalacia, probablemente por interaccion con el depdsito de calcio a nivel del
frente de mineralizacidn. Lo cierto es que osteomalacia focal o difusa se ha descrito en
numerosas situaciones caracterizadas por la sobrecarga de hierro (Matsushima et al.,
2003; Mahachoklertwattana et al., 2003). Sorprende que en el grupo tratado con
selenio la relacidon entre tejido osteoide y hierro dseo sea aun mas estrecha, lo que
permite sugerir que el eventual efecto antioxidante del selenio no juega en este caso
un papel relevante, por lo que tal vez el mecanismo subyacente nada tenga que ver

con los ROS.

Estos resultados tienen no obstante otra interpretacion. Por ejemplo se sabe que
el hierro es cofactor de la 1-a-hidroxilasa, por lo que el déficit de hierro disminuye
también la mineralizacion del hueso. Ademas, el hierro es un cofactor necesario para
la sintesis de la matriz colagena del tejido osteoide. Tal vez por esto se hayan descrito
en ratas tratadas con una dieta pobre en hierro, descenso de la masa dsea y de la
mineralizacion. De la misma manera se puede explicar que los niveles de hierro éseo

guarden una relacidn significativa, en nuestro estudio, con el osteoide.

Es de resaltar que no existen en humanos datos concluyentes acerca de la
relacidon entre ferropenia y osteoporosis. En un estudio en aproximadamente 354
mujeres jévenes en crecimiento (llich-Ernst et al., 1998) se observé Unicamente una
débil relacion entre masa d6sea a nivel del radio (R=0,15; p=0,04). Incluso
recientemente se ha interpretado esta relacion de manera diferente, al comprobarse
que la haptoglobina puede presentar distinto fenotipos, algunos mas dvidos por el
hierro que otros. Esta mayor avidez justifica que quede menor cantidad de hierro libre
en sangre, relaciondndose sin embargo con una mayor oxidacién lipidica (medida
mediante niveles de LDL oxidada). Como la haptoglobina es antioxidante, los autores
de este estudio plantean la posibilidad de que los distintos fenotipos de haptoglobina
tienen distinta capacidad anti-oxidante y que por lo tanto el vinculo ferropenia-
osteoporosis obedezca también a una lesidn oxidante, independientemente de los

factores comentados (D'Amelio et al., 2008). Esto daria maxima relevancia a la lesion
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oxidante como causante de osteoporosis, hipdtesis que desde luego no es avalada por

los resultados de nuestro estudio.

COBRE

El déficit de cobre se ha asociado a osteoporosis, fundamentalmente debida a la
defectuosa sintesis de matriz 6sea, ya que el cobre es necesario para el cross-linking de
la colagena. En nuestro estudio hemos encontrado una relacién estadisticamente
significativa entre cobre dseo y osteoide, lo que refuerza el efecto mencionado
anteriormente. El efecto del cobre se realiza fundamentalmente por medio del enzima
lisil-oxidasa y afecta a la sintesis de cualquier forma de colageno, ya que se ha descrito
también como factor profibrogénico en la hepatopatia alcohdlica. Al igual que pasara
con el hierro la adicién de selenio da la impresién de aminorar los efectos causados
por el alcohol y la dieta hipoproteica sobre el cobre éseo. En concordancia con otros
resultados, tanto alcohol como dieta hipoproteica tendian a disminuir los niveles
(Gonzélez-Reimers et al., 1998), observandose un efecto aditivo cuando ambos
factores actuaban conjuntamente. En cambio no habia diferencia alguna en las ratas

alimentadas con selenio.

ZINC

Son muchos los estudios que concluyen que el alcohdlico crénico es deficiente en
zinc (Prasad, 1991). El zinc es necesario para la produccion de muchas enzimas
involucradas en la sintesis proteica, metabolismo de los acidos nucleicos y funcion
inmunitaria, pero juega también un importante papel en la transcripcidon genética
(Hambidge, 2000) ya que muchos factores de transcripcion contienen los asi
denominados zinc-finger domains, importantes en la interaccién con estructuras
nucleares (Dreosti, 2001). Existen varios estudios donde se demuestra que los
suplementos de zinc ejercen un efecto positivo sobre el crecimiento longitudinal del

hueso en humanos, destacan en este sentido los de Diaz-Gémez et al. (2003) vy
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Merialdi et al. (2004) en los que se aporta suplementos de zinc a madres gestantes
observandose un incremento de talla en los recién nacidos (o suplementos de zinc en
la dieta de los recién nacidos) observandose un incremento de talla posterior. Estos
estudios vienen a confirmar observaciones previas en roedores o en monos, en los
cuales se constataba que el déficit de zinc se asocia a retraso en el crecimiento y
defectuosa osificacion endocondral (Leek et al., 1984; da Cunha Ferreira et al., 1991).
Datos experimentales sugieren que el zinc estimula la sintesis proteica y la formacién
0sea por medio de incrementar la actividad de la fosfatasa alcalina y otros enzimas
clave del osteoblasto (Yamaguchi y Yamaguchi, 1986) En este sentido nuestros
resultados son plenamente concordantes con esta observacion ya que los niveles de
zinc 6seo muestran una relacién altamente significativa con el IGF-1 que como hemos
comentado es una hormona con un papel relevante en el crecimiento dseo. Es curioso
no obstante que la relacidn entre zinc e IGF-1 se observe solo en las ratas no tratadas
con selenio, como si el selenio, también aqui, aminorara los cambios inducidos por el
alcohol y la dieta hipoproteica sobre el zinc. El zinc es un elemento ligado a proteinas.
La restriccidn proteica, por tanto, se asocia a un déficit de zinc, fendmeno que hemos
observado también en nuestro estudio, ya que los niveles mas bajos de zinc éseo se
observaron en las ratas alimentadas con dieta hipoproteica, siendo los resultados
estadisticamente significativos. La importancia del hecho de que el zinc esté ligado a la
nutricion proteica se ve avalado también por la relacidn significativa encontrada entre
los niveles de zinc dseo y la albumina sérica, aunque de nuevo es de destacar que esta
relacion fue mads estrecha y altamente significativa solo en el grupo de ratas no
tratadas con selenio, apoyando el efecto modulador del selenio sobre las alteraciones

generadas por el alcohol y la dieta hipoproteica.

No encontramos relacidn entre los niveles de zinc y telopéptido. La mayoria de
autores esta de acuerdo en que el efecto del zinc sobre el hueso es estimulando la
sintesis 6sea aunque Kishi y Yamaguchi (1994) también demuestran una disminucién
de la reabsorcién ésea. Seria esperable el haber hallado una relacién significativa entre
zinc y masa 6sea y/o entre zinc y osteoide, a la luz de los mecanismos que hemos

expuesto, pero tal relacidn, aunque positiva, no fue significativa. Puede influir en este



Discusién. | 145

hecho el efecto modulador del selenio al que hemos aludido antes, ya que no
concuerda con los resultados mencionados anteriormente, ni tampoco con los
obtenidos por nuestro grupo en estudios preliminares (Gonzalez-Reimers et al.,

2005b).

MANGANESO

El manganeso es otro elemento directamente involucrado en la lesién oxidante,
ya que es cofactor de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD).
También es un elemento ligado a la nutricion proteica por lo que puede verse afectado
en el alcohdlico cronico, en el cual la malnutricién es extraordinariamente frecuente.
Siendo el selenio un potente antioxidante y habiéndose descrito déficit de manganeso
en el alcohdlico crénico (posiblemente por déficit nutricional asociado) es pertinente
que hayamos estudiado el efecto del selenio sobre el manganeso dseo en nuestras

ratas.

Los niveles 6seos de manganeso han sido menos estudiados que los de otros
elementos en parte porque sus concentraciones son mucho mds reducidas y en parte
también porque su metabolismo es menos conocido. Algunos estudios preliminares no
encuentran diferencias significativas entre los niveles de manganeso en ratas
alimentadas siguiendo el modelo de Lieber-DeCarli (Gonzalez-Reimers et al., 1998). Sin
embargo otros estudios han relacionado el déficit de manganeso con la osteoporosis.
Por ejemplo, Clegg et al. (1998) han encontrado un descenso de IGF-1 en situaciones
de déficit de manganeso, relacionando este hecho con el retraso en el crecimiento
dseo y la disminucion de masa dsea observada en animales deficitarios en manganeso.
Por otro lado, parece ser que el manganeso modula de forma directa la sintesis del
osteoide por medio de la glicosil-transferasa, enzima manganeso dependiente que
regula el contenido en mucopolisacdridos de la matriz osteoide (Leach, Jr. et al., 1969).
Asi, algunos autores han encontrado relacidon entre el déficit de manganeso y la
osteoporosis. Rico et al. (2000) encuentra hipomagnesemia en individuos con

osteoporosis, resultado que sin embargo no concuerda con los de Preisinger et al.
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(1995) ni Bureu et al. (2002) quienes no encuentran relacién entre aporte de

manganeso —Preisinger— y manganeso sérico —Bureu—y osteoporosis.

Los resultados del presente estudio son particularmente llamativos: Tanto las
ratas alcohdlicas como las alimentadas con dieta hipoproteica presentan un marcado
descenso del manganeso Oseo, de forma similar a los resultados encontrados
previamente en el trabajo citado, pero es llamativo que la conjuncién de alcohol y
dieta hipoproteica anula el descenso provocado por cada uno de los dos factores por

separado.

También es llamativo el efecto “modulador” del selenio sobre los cambios en el
manganeso 0seo producidos por el alcohol y la dieta hipoproteica. En efecto, pese a
qgue al considerar los ocho grupos las diferencias son altamente significativas
(KW=25,34; p=0.001), al considerar unicamente las ratas tratadas con selenio las

diferencias desaparecen (p=0,35).
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1. Hemos encontrado que tanto alcohol como dieta hipoproteica provocan un

descenso de masa dsea, particularmente acusado cuando ambos factores coexisten. La

adicién de selenio no modifica en absoluto estos resultados.

2. El descenso de la masa 6sea observado parece obedecer a una defectuosa

sintesis, ya que los niveles de osteocalcina estdan marcadamente descendidos en las
ratas alimentadas con alcohol y dieta hipoproteica, al igual que los de IGF-1. Es de

destacar que la adicién de selenio aminora las diferencias sefaladas.

3. Ni el alcohol ni la dieta hipoproteica alteran los niveles de selenio sérico, los

cuales dependen Unicamente de que se anada selenio o no a la dieta. No encontramos
relacion entre el selenio dseo y la masa dsea, ni tampoco entre los niveles de selenio y
los pardmetros bioquimicos implicados en la sintesis dsea, aunque si en cambio, con

aquéllos derivados de la reabsorcidn dsea

4. Los niveles de hierro éseo tienden a subir con la dieta hipoproteica y el

etanol, mientras que los niveles de cobre tienden a descender, aunque ninguno de los
dos guarda relacién con la masa dsea. La adicion de selenio eleva de forma significativa
los niveles de cobre 6seo y desciende los de hierro; es decir, tiende a aminorar los
cambios inducidos por el alcohol y la dieta hipoproteica. Un efecto similar se observa

con el manganeso 6seo.

5. En cambio, el selenio disminuye significativamente los niveles dseos de zinc,

gue ya estaba mas descendido en los grupos alimentados con dieta hipoproteica. No
obstante, este efecto no tuvo repercusion sobre la masa dsea, que no guardod relacion

con los niveles de zinc.
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