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“¢Ves, Momo?

A veces tienes ante ti una calle que te parece
terriblemente larga y que nunca podras terminar de barrer.
Entonces te empiezas a dar prisa, cada vez mas prisa. Cada vez
que levantas la vista, ves que la calle sigue igual de larga, y te
esfuerzas mas adn.

Empiezas a tener miedo, al final te has quedado sin
aliento. Y la calle sigue estando por delante.

Asino se debe hacer. Nunca se ha de pensar en toda la
calle de una vez, jentiendes? Hay que pensar en el paso
siguiente, en la siguiente barrida. Entonces es divertido: eso es
muy importante, porque entonces se hace bien la tarea. Y asi ha
de ser. De repente, se da uno cuenta de que, paso a paso, se ha
barrido toda la calle. Uno no se da cuenta de cémo ha sido, y no
se queda sin aliento.”

- Momo. (Michael Ende, 1973).



ACRONIMOS Y ABREVIATURAS

Acetil-CoA = Acetil Coenzima A

ACT = Activacion

ACTH = Adrenocorticotropic hormone

ADH = Alcohol deshidrogenasa

ADN = Acido desoxirribonucleico

AL = Grupo ad libitum

ALD = Alcoholic Liver Disease

ALDH = Aldehido deshidrogenasa

ARN = Acido ribonucleico

ATP = adenosina tri-fosfato

CCly4 = Tetracloruro de Carbono

CH3CH,OH = Etanol

CHsCHO = Acetaldehido

CO, = Didxido de Carbono

CTRL = Grupo Control

Cu = Cobre

CYP2E1 = Citocromo P450 2 (familia) E (subfamilia) 1 (gen)
DTPA = Acido dietilen-triaminopentaacético
EDTA = Acido etilen-dinitrilo-tetraacético
ET = Endotelina

FAEE = Fatty acid ethyl ester

FDA = Food and Drug Administration

GOT = Glutamato oxalacetato transaminasa
GPT = Glutamato piruvato transaminasa
GPX = Glutatién peroxidasa

GSH = Glutation

GSSG = Glutatidn disulfuro

HE = Hematoxilina Eosina

HER = Radical Hidroxietilo

HP = Grupo alimentado con dieta hipoproteica
HSC = Célula estrellada hepatica

IFN-y = Interferon gamma

IL = Interleukina

IMC = [ndice de masa corporal

iNOS = Sintentasa de NO inducible

KC = Kupffer cells

K-W = Kruskall-Wallis

LDL = Low density lipoprotein
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VHB = Virus de la Hepatitis B
VHC = Virus de la Hepatitis C
VLDL = Very low density lipids
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El consumo crénico excesivo de alcohol puede provocar alteraciones en la
préctica totalidad de los 6rganos y sistemas del organismo. El higado es la principal
diana de su efecto toxico probablemente debido a su papel central en el metabolismo de
esta sustancia y a su condicion de primera barrera frente a la invasion del torrente
sanguineo por gérmenes intestinales, que se favorece por la ingesta de alcohol, y en
general frente a cualquier sustancia que llega desde el intestino. La célula de Kupffer es
la encargada de detectar la presencia de gérmenes, respondiendo a ellos mediante su
activacion metabolica y la secrecion de mediadores inflamatorios de diversa indole.
Paralelamente, el alcohol absorbido llega al hepatocito y que ahi genera una serie de
alteraciones metabolicas méas o menos complejas, que van a justificar patogénicamente
gran parte de las alteraciones observadas en el alcohdlico crénico. En ambos casos se
generan radicales oxigenados de alta reactividad metabdlica (ROS, por sus siglas en
inglés: reactive oxygen species), a los que se les atribuye, cada vez mas, un papel
relevante en la progresion de la enfermedad hepética e incluso en otras manifestaciones

de la enfermedad alcohdlica en 6rganos distantes.

Frente al exceso de ROS es imprescindible la preservacion de los mecanismos
antioxidantes, cuyo funcionamiento se ve comprometido en el alcohélico por varias
razones: se consumen de forma excesiva al tener que neutralizar un exceso de ROS, los
propios metabolitos del alcohol pueden comprometer la funcidn antioxidante y algunos
de esos sistemas dependen fuertemente de micronutrientes cuya absorcion y
metabolismo se ve alterado en el alcoholico cronico. Tal vez el més relevante de estos
micronutrientes es el Selenio, un elemento cuya concentracion sérica esta fuertemente
ligada a la actividad de la glutation peroxidasa (GPX), principal efector antioxidante del
organismo. Las concentraciones séricas Yy tisulares de selenio se encuentran
frecuentemente descendidas en estos pacientes. Sin embargo, los estudios clinicos y
experimentales arrojan resultados dispares acerca de la eficacia terapéutica de la adicion

de selenio a la dieta en el paciente alcoholico.

Por eso en este estudio hemos pretendido arrojar luz sobre esta cuestion, con el
objetivo de clarificar los mecanismos por los que se establece la lesion hepatica y el

papel del selenio en los mismos.
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Hemos organizado la introduccion de este trabajo hablando inicialmente de las
vias metabolicas que degradan el etanol, hemod dado un repaso de la patogenia de la
hepatopatia etilica, con especial énfasis en los mecanismos que explican su desarrollo
en relacién con la peroxidacion lipidica y en la evolucion de las lesiones caracteristicas
de la hepatopatia alcoholica, y finalmente hemos expuesto qué papel juegan los diversos
oligoelementos estudiados en este trabajo tanto en los mecanismos de peroxidacion

lipidica, como en los de defensa frente a la misma.

1. METABOLISMO DEL ALCOHOL

1.1.- Absorcién del etanol .- El alcohol es una molécula ligera que se absorbe por
difusion simple en el tracto digestivo tras la ingesta oral. Cuantitativamente el etanol se
absorbe de forma principalmente en el intestino delgado. La duracion media del proceso
de absorcion es de 1,7 minutos aproximadamente, aunque hay varios factores que
pueden afectar a los procesos de incorporacion-absorcion (Holford, 1987), como

pueden ser:

- Cantidad de alcohol: Existe una relacion de "U" invertida entre la concentracion
del preparado etilico y la velocidad de absorcion. Concentraciones entre el 15-30% se
absorben mas rapidamente que cantidades mayores 0 menores a estos limites (Alvarez-

Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003).

- Alteraciones del vaciamiento gastrico: El tiempo que el alcohol permanece en el
estomago permite su metabolismo a través de los sistemas enzimaticos propios,

disminuyendo la cantidad de etanol que alcanza el intestino delgado.

- Presencia de alimentos: Los carbohidratos, grasas o proteinas dificultan la

absorcion del alcohol, ya que enlentecen el vaciamiento gastrico.

- Caracteristicas de la bebida consumida: Las bebidas carbonatadas aceleran la

absorcion del alcohol.
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- Diferencias genéticas de enzimas del metabolismo del etanol: Los diferentes
polimorfismos de la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) pueden producir
alteraciones en los niveles de etanol en sangre; esta enzima tiene una menor expresion
en mujeres, facilitando que alcancen mayores concentraciones de alcoholemia que los
varones ante un consumo similar de alcohol. También existen diferencias raciales en
esta enzima, habiéndose encontrado una menor actividad de la ADH en la mucosa

gastrica de los orientales respecto a los caucasicos.

- Circulacion sanguinea: La concentracion maxima de etanol en sangre es
proporcional al nivel de circulacién en la zona de absorcion, ya que contribuye a
mantener el gradiente y por tanto la difusién del alcohol. La administracion de
sustancias que modifican dicha circulacion pueden producir cambios importantes en las

concentraciones séricas de etanol.

- Consumo de tabaco: El consumo concurrente de tabaco y etanol parece producir
una reduccién en la concentracion maxima de etanol, ya que produce un
enlentecimiento del transito del paso de etanol de estomago a intestino (Johnson et al.,
1991).

Una vez consumido, el nivel maximo de etanol en sangre se alcanza a los 30-90

minutos tras la ingesta.

1.2.- Distribucion del etanol.- El alcohol es una molécula hidréfila que se
disuelve con mayor facilidad en el agua que en los lipidos, con una relacion 30/1,
distribuyéndose en el cuerpo de forma analoga al agua y con facilidad para atravesar las
membranas corporales, incluyendo la barrera hematoencefalica y la membrana
placentaria. La dificultad de paso al tejido graso induce diferencias en la distribucion
entre individuos segun la proporcion de grasa corporal a igualdad de peso y de la
cantidad de etanol consumida. De este modo el volumen de distribucion del etanol es
diferente en hombres y mujeres debido al volumen de agua corporal —0,7 L/Kg en
hombres respecto a 0,6 L/Kg en mujeres— (Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003);
ademas el incremento de la grasa corporal que se produce en los varones con la edad

determina concentraciones sericas de alcohol mayores ante ingestas similares.
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El alcohol accede con facilidad al torrente sanguineo, vaporizandose en el aire a
una velocidad constante; esto posibilita la estimacion de concentraciones séricas de

alcoholemia mediante controles de niveles en aire exhalado.

1.3.- Eliminacion del etanol.- La mayor parte de la eliminacién del etanol esta
mediada por su metabolismo (como se comentard méas adelante), pero existe una
proporcion (entre el 2 y el 10%) que se elimina sin transformacién a través de la orina,
las heces, el sudor y el aire exhalado de forma no relacionada con el metabolismo
(Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003). Existe una gran variabilidad entre la
velocidad y las tasas de eliminacion interindividual; la media de eliminacion en la
poblacion es de 10-20 mg de etanol por cada 100 mL de sangre/hora. Esta velocidad se
relaciona con la asiduidad de los episodios de ingesta, ya que con el aumento de éstos
aumenta la capacidad metabolica y de eliminacion al inducirse la actividad el Sistema
Microsomal Oxidativo de Etanol (MEOS, por sus siglas en inglés). Otros factores que

pueden alterar la eliminacién del etanol son:

- Factores genéticos: polimorfismos dependientes de la expresion diferencial de

los alelos que codifican la sintesis de enzimas de degradacion del etanol.

- Consumo de azlcares: la fructosa puede incrementar la desaparicion del etanol

por cambios en la velocidad méaxima de la funcion de la ADH (Brown et al., 1972).

- Farmacos: el uso de contraceptivos orales reduce la eliminacion de etanol hasta
en un 20% (Jones y Jones, 1984); otros farmacos como el paracetamol o el acido
acetilsalicilico pueden interferir en el metabolismo del etanol al ser competidores del
MEOQOS.

1.4.- Metabolismo del Etanol.- ElI 90% del etanol ingerido se metaboliza en el
higado, fundamentalmente mediante un proceso de oxidacion convirtiéndose en
acetaldehido. Esta transformacion puede producirse por tres vias diferentes de las que
hablaremos mas adelante. En un segundo paso el acetaldehido es oxidado de nuevo en

la mitocondria, transformandose principalmente en acido acético por la accion de la
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Aldehido Deshidrogenasa (ALDH) hepatica. El tercer y Gltimo paso en el metabolismo
del etanol es la transformacién del acido acético en acetil-coenzimaA (Acetil-CoA),
permitiendo su incorporacion a otras rutas metabolicas (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-
Gracia, 2003).

Las rutas de metabolismo del etanol se resumen en la Figura 1.

Microsomes I
NADP+, H,0
OH
7
CH3CH\
NADPH + H* OH
+02
H0
' - -
7 \ Mitochondria
|
Cytoso | / \ . NAD?*
.@’ Y/ ﬂ!]})
CHyCH,0H > cHsc\/ -
H NADH + H+
ethanol ( acetaldehyde
NAD* NADH + H* 0
CH CJ'
N V4 *Now
Peroxisomes | L
acetic acid
o _/

Figura 1: 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.

Existen indicios de metabolismo oxidativo del etanol a nivel extrahepatico en
diferentes 6rganos, como pueden ser el corazon, el estbmago (Salmela et al., 1996), los
rifiones (DeMaster et al., 1986) y el cerebro (Cohen et al., 1980). En estos casos el
metabolismo esta mediado por uno 0 mas sistemas enzimaticos, con predominancia

diferente segun cada tejido.

Ademas de la produccion de acetaldehido, a partir del metabolismo del alcohol
consumido se ha descrito un metabolismo no oxidativo que produce los ésteres etilicos

de los acidos grasos (Goodman y Deyking, 1963; Mogelson y Lange 1984).
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1.4.1.- Via de la Alcohol-Deshidrogenasa.- La ADH es una metaloproteina

dependiente de zinc (Auld y Bergman, 2008). Es una enzima citosolica de predominio
hepético, con presencia variable en otros érganos, como pueden ser estomago, rifion,
pulmon y cerebro -en este caso en menores cantidades- (Salmela et al., 1996, DeMaster
et al., 1986, Cohen et al., 1980 y Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003). Se ha
sugerido la existencia de una asociacion entre determinados polimorfismos de esta
enzima con algunas enfermedades asociadas al alcoholismo, como puede ser la cirrosis

hepatica (Frenzer et al., 2002).

En mamiferos se conocen seis isoenzimas de la ADH (I a VVI) que se conforman
como dimeros compuestos por 8 tipos de subunidades codificadas por los genes ADH 1-
8 (Edenberg y Brown, 1992; Kitson y Weiner, 1996; Lieber, 1997). Cinco de estos
genes (ADH 1-5) codifican las diferentes subunidades de la ADH hepética (a, B, v, @, %)
que presentan polimorfismos asociados a cambios en su actividad, relacionandose con la
variabilidad interindividual de este primer paso del metabolismo del alcohol, del
desarrollo del alcoholismo y de la lesion hepatica secundaria al alcohol (Salaspuro,
1999). Algunas de estas subunidades son especificas de alguna isoenzima concreta de la
ADH y sus variaciones producen diferencias en las propiedades cinéticas de cada una
(Kitson y Weiner, 1996; Lieber, 1997).

- Isoenzima I: Compuesta por subunidades a, f y v (genes ADHI1, ADH2 y
ADH3). Tiene una alta afinidad por el etanol condicionando una velocidad metabdlica
alta. Se presenta de forma predominante en el higado y condiciona la mayor parte del
metabolismo del etanol en individuos con consumo esporadico de alcohol y en las fases

iniciales del alcoholismo (Salaspuro, 1999).

- Isoenzima II: Es exclusiva del higado y posee la subunidad . Presenta menor
afinidad por el etanol que la isoenzima I. En el caso de la isoenzima Il se han
encontrado diferentes alelos de la subunidad 3 segun la raza (B1 -poblacion caucasiana-,

B2 -poblacion oriental-, B3 -poblaciones africanas) (Lieber, 1997).

- Isoenzima I11: De localizacion ubicua y con menor afinidad por el etanol que la
isoenzima | en condiciones fisiol6gicas, pero con una mejor funcion en el caso de

concentraciones elevadas y cronicas de etanol, sustituyendo a la Isoenzima | tanto en el
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etilismo crénico como en casos de hepatopatia avanzada (Haseba, 2009). Posee las
subunidades y y vy (v1, y2, y3)

- Isoenzima 1V: Formada por subunidades p/c tiene una localizacion

predominante en la mucosa gastrica, aunque también esta presente en el higado y en el
tracto digestivo. Es una isoforma muy eficiente desde el punto de vista catalitico en los
humanos tanto para la oxidacion del etanol como para la del retinol. Es la responsable
del primer paso del metabolismo del etanol en el estbmago y participa en la sintesis de
acido retinoico, que se inhibe por el etanol (Salaspuro, 1999); esta disminucion de
sintesis puede contribuir a la patogenia del sindrome alcohdlico-fetal y a la de la
relacion entre alcohol y cancer de tracto digestivo alto (Yin et al., 2003).

La accion de la isoenzima IV supone una proteccion frente a los efectos
sistémicos del etanol, al contribuir a su metabolizacién en el estomago limitando con
ello su llegada al intestino delgado. La actividad de la ADH gastrica puede verse
reducida por mdaltiples causas: gastrectomia (vaciamiento gastrico acelerado),
alcoholismo (descenso de la actividad de la isoenzima), sexo femenino (menor
actividad), ayuno prolongado, farmacos (antiH2, aspirina y paracetamol, entre otros),
etc. (Lieber et al., 1994).

- Isoenzimas V' y VI: la primera esta presente en el higado fetal y la segunda no se

ha descrito en seres humanos

Este grupo de enzimas, ademas de participar en la oxidacion del etanol, cataliza
la deshidrogenacion de esteroides y la oxidacion omega de &cidos grasos, que se ve
incrementada por el consumo de alcohol (Ma et al., 1993).

En el metabolismo del etanol, la ADH es la enzima de mediacion mas
importante (Petersen et al., 1983) catalizando la conversién reversible de los alcoholes
en sus aldehidos y cetonas (Kitson y Weiner, 1996), utilizando el Nicotinamin-Adenin-
Dinucleotido (NAD) como cofactor al convertirlo en su forma reducida (NADH) y

transformando el etanol en acetaldehido, un metabolito altamente toxico (Lieber, 1997)

Alcohol + NAD <« Aldehido/Cetona + NADH + H*
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La velocidad de esta reaccion depende en un 70% de la cantidad disponible de
enzima 'y en un 30% de la cantidad de cofactor NAD presente. Esta reaccion produce
un aumento de equivalentes reducidos, y a consecuencia de este aumento del ratio
NADH/NAD, se producen muchos de los trastornos metabdlicos que causa el consumo

cronico de alcohol (Alvarez-Gonzélez y del-Rio-Gracia, 2003).

La falta de NAD que se produce de forma consecuente condiciona la abolicion del
ciclo del &cido citrico, que también lo precisa como cofactor. Por otro lado, el exceso de
NADH causa acidosis lactica, que empeora la capacidad renal de excrecion de &cido
arico, generando una hiperuricemia secundaria. La produccion de esta hiperuricemia se
ve favorecida por la cetosis inducida por el alcohol y el aumento de catabolismo de las
purinas. Dicho incremento en la degradacion de las purinas puede contribuir a la
produccién de ROS por el efecto de la Xantino-Oxidasa (Lieber, 1997).

Otro efecto secundario del exceso de NADH es el aumento de la sintesis enddgena
de &cidos grasos. Por otra parte se produce una disminucion de su B-oxidacion al haber
poca disponibilidad de NAD, que también es aqui un cofactor necesario, y una
elevacion del a-glicerol-fosfato que conduce al aumento de la sintesis de triglicéridos

que se acumulan en el higado produciendo esteatosis hepatica (Lieber, 1997).

Ademas, el incremento del ratio NADH/NAD puede contribuir al riesgo de
hipoglucemia en el contexto de la intoxicacion etilica aguda al blogquear la
gluconeogénesis. Esto se produce sobre todo en sujetos alcohdlicos que presentan una
reserva de glucdgeno disminuida o agotada de forma secundaria a una mala

alimentacion (Santolaria et al., 2000).

1.4.2.- Via del Sistema Microsomal de Oxidacion del Etanol.- El sistema MEQOS

es un sistema enzimatico especifico del higado que se localiza en el reticulo
endoplasmatico liso del hepatocito. Es denominado comunmente citocromo p450
CYP2E1 —proteina purificada— al ser el miembro de la familia de los citocromos
microsomales p450 predominantemente inducido en el higado y en otros tejidos por la
administracion crénica de alcohol (Lieber y DeCarli, 1970; Roberts et al., 1994;
Upadhya et al., 2000). Constituye una via secundaria del metabolismo del etanol y tiene

una cinetica dependiente de la concentracion del mismo, siendo responsable del 10% de
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su metabolismo cuando se producen altas concentraciones sanguineas de forma
esporédica. Si el consumo de cantidades elevadas de alcohol se prolonga en el tiempo, y
especialmente si coincide con fases de ayuno, se ha observado una activacion
transcripcional del gen del CYP2E1 (Hu et al., 1995) que permite que en el alcoholismo
cronico aumente su importancia, siendo responsable de hasta el 50% del metabolismo
del etanol. En el alcohdlico cronico puede llegar a aumentar su actividad en mas de un
75% (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003; Kunitoh et al., 1993). Este aumento de
su actividad produce un aumento del metabolismo de las sustancias degradadas por este
sistema (como pueden ser diversos farmacos o el acido retinoico —principal metabolito
de la vitamina A-). Ademas, al compartir estas sustancias la via de metabolismo, en
presencia del etanol, otros sustratos pueden verse desplazados, aumentando su

concentracion en sangre.

Esta via produce la transformacion de alcohol en acetaldehido y nicotin-adenin
dinucledtido-fosfato (NADP) precisando de una molécula de oxigeno, nicotin-adenin-
dinucleotido-fosfato reducido (NADPH) y un proton (H+). Al producirse esta reaccién
se obtiene dos moléculas de agua mediante la oxidacion simultanea de ambos sustratos

y la reduccion de una molécula de oxigeno.
CH3CH,0H + NADPH + H* + O, & CH3;CHO + NADP + 2H,0

Esta reduccion producida por la oxidacion del segundo sustrato (el NADPH) esta
catalizada por oxidasas de funcion mixta como la NADPH-oxidasa, que generan ROS
(Gropper et al., 2008). Al producirse esta reaccion aumenta el consumo de oxigeno, que
puede producir una hipoxia relativa en las regiones pericentrales hepaticas que, como
explicaremos mas adelante, ya de por si estan menos oxigenadas que las areas
periportales (Brauer et al., 1997), condicionando una mayor susceptibilidad a la lesion
inicial de la hepatopatia alcoholica, que se observa predominantemente en el area 3 de
Rappaport en torno a la vena centrolobulillar (Tsukamoto et al., 1990).

1.4.3.- Via de la Catalasa.- La catalasa es una enzima de localizacién ubicua y

con mayor presencia en higado, rifion, corazén y eritrocitos. Se trata de una enzima
tetramérica con un grupo hemo en cada subunidad. EI gen que la codifica se encuentra

situado en el cromosoma 11 (Géth y Pay, 1996).
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En el higado se encuentra de forma predominante en los peroxisomas, con menor
presencia en las mitocodrias (Kwo y Crabb, 2002); la mayor parte de su actividad sobre
el etanol se produce en el higado (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-Gracia, 2003), oxidando
el etanol a acetaldehido con mediacion del perdxido de hidrégeno. Como resultado de
esta reaccion el perdxido de hidrogeno se degrada, con la subsecuente produccion de

agua.
CH;CH,0H + H,0, 2 CH3;CHO + 2 H,O

La concentracion de peréxido de hidrogeno actla como regulador sobre esta
enzima de una forma dual: a bajas concentraciones la enzima puede oxidar etanol,
metanol o acido ascoOrbico, mientras que a altas concentraciones descompone el
peroxido de hidrogeno de forma rapida, utilizdndolo como aceptor y como donante de
moléculas de Hidrégeno. Por este motivo de forma fisioldgica podemos encontrar
niveles bajos de H,O,, mientras que si la actividad de la catalasa se inhibe, aumentan las

concentraciones de H,O, hepético (Yang y DePierre, 1998).

Algunos estudios sugieren que el déficit de catalasa no produce alteraciones
significativas en el metabolismo del alcohol. Sin embargo, otros estudios parecen
indicar que su actividad puede haberse subestimado al inhibirse de forma directa por la
ADH y de forma indirecta por algunos inhibidores de la ADH (Kwo y Crabb, 2002).
Por otra parte sabemos que el déficit de H,O, limita la actividad de la catalasa en el
metabolismo del etanol. Este H,O, se obtiene como consecuencia de la B-oxidacion de
los acidos grasos —que como hemos visto esta disminuida en el etilismo crénico- y de
las reacciones mediadas por las oxidasas de accion mixta (Xantina-oxidasa y NAPDH-
oxidasa). Ademas, el metabolismo del alcohol puede ser inhibido por la presencia de
acidos grasos, que se acumulan en el alcohdlico. De este modo se produce una
reduccién relativa de la concentracion de H,O, y de la actividad de la catalasa sobre el

metabolismo del etanol (Lieber, 1997).

Tanto la actividad de las oxidasas de funcion mixta como la de la catalasa generan
ROS, que son una parte fundamental de la patogenia de las alteraciones secundarias al

consumo crénico de alcohol.
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1.4.4.- Metabolismo del Acetaldehido.- Una vez producidas las tres reacciones

previas de oxidacion para producir acetaldehido a partir del etanol, este acetaldehido
continta su procesamiento mediante una nueva reaccion de oxidacion en el microsoma
hepatico. Mas del 90% del metabolismo del acetaldehido ocurre en el higado
(Salaspuro, 1999) por dos vias diferentes: la acetaldehido deshidrogenasa (ALDH) y la
xantina-oxidasa (Lieber, 1997).

La ALDH es una enzima tetramérica de localizacion microsomal, no inducible
(Lumeng y Crabb, 2000) y sin especificidad de sustrato. Se han aislado 12 genes que
codifican distintos tipos de ALDH con secuencias de aminoacidos bien diferenciadas.
Estos genes se encuentran en diferentes cromosomas, habiéndose identificado hasta el
momento en los cromosomas 9, 11, 12 y 17 (Kitson et al., 1996; Xiao et al., 1996). De
las Isoenzimas de la ALDH s6lo hay dos de localizacién hepética: la ALDH1
(citosolica) y la ALDH2 (mitocondrial), siendo la segunda mas activa en la oxidacion
del acetaldehido. El resto de isoenzimas de la ALDH se encuentran en otros tejidos.

La ALDH lleva a cavo la mayor parte de la oxidacion del acetaldehido, y para su
correcto funcionamiento precisa del NAD como cofactor. Por otra parte, la xantina-
oxidasa, metaboliza una pequefia parte del acetaldehido al presentar menor afinidad por
él produciendo ROS en el proceso (Lieber, 1997).

La ALDH produce la oxidacion del acetaldehido mediante la transferencia de un
H" al NAD:

CH5CHO + NAD+ + H,0 — CH3;COOH + NADH + H*

Se ha descrito la existencia de una isoforma inactiva de la ALDH2 mitocondrial,
presente en el 40% de los orientales y en menos del 10% de los caucasianos, que posee
una sustitucion en la posicion 487 del glutamato por lisina. Esta modificacién
condiciona que, al ser inactiva, exista un déficit marcado de la oxidacion del
acetaldehido, con la consiguiente acumulacion marcada del mismo, incluso en presencia
de consumos moderados de alcohol. Esta acumulacion del acetaldehido genera efectos
toxicos floridos, produciendo el Sindrome de Sensibilidad al Alcohol o flushing
response; esta acumulacion puede inducirse mediante la inhibicién de la ALDH por

medio de compuestos como el disulfiran y la carbamida de calcio (Eriksson, 2001),
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farmacos muy utilizados en el tratamiento del alcoholismo para producir un

condicionamiento negativo tras el consumo.

La acumulacion de acetaldehido en los tejidos contribuye a las acciones cronicas
patolégicas que se asocian con el consumo de etanol (Alvarez-Gonzalez y del-Rio-
Gracia, 2003), ya que resulta toxico per se al ser capaz de producir peroxidacion lipidica
(Lieber, 1997). El acetaldehido también se une a otros compuestos alterando su funcion
basal. Un ejemplo de ello es la GPX, que al unirse al acetaldehido, forma complejos
hemiacetal, disminuyendo su accién y con ello su poder antioxidante, contribuyendo asi
al aumento de la lesion oxidativa. El acetaldehido también puede combinarse con otras
proteinas y enzimas, modificando su funcion; de este modo disminuye la reparacion del
DNA vy produce la activacion de la respuesta inmune, haciendo que el organismo no
reconozca ciertas proteinas como propias (Lieber, 1997). La activacion de esta respuesta
inmune produce la liberacion de citoquinas proinflamatorias, atrayendo neutrofilos al
foco de liberacién y activando la proliferacion y accion de las células NK, que generan
ROS.

Debido a la produccién de ROS aumenta la actividad de la cadena mitocondrial de
transferencia de electrones, contribuyendo al aumento de consumo de oxigeno local y
con ello a la lesion hepética que condiciona la hepatopatia alcohdlica (Lumeng y Crabb,
2000). El aumento de actividad fagocitica y la activacion de los neutréfilos genera
mayor cantidad de ROS, creando un circuito de retroalimentacion que perpetia la

reaccion inflamatoria.

Ademas el acetaldehido estimula la produccion de colageno, favoreciendo aun
mas la aparicion de fibrosis hepatica (Lumeng y Crabb, 2000; Purohit y Brenner, 2006).

1.4.5.- Otras rutas metabdlicas.- Una vez realizados todos los procesos descritos,

el acetato debe transformarse en acetil-Coenzima A (acetil-CoA) para pasar a las vias
del metabolismo general. Para ello es precisa la accion de una enzima mitocondrial, la
acetil-CoA-sintetasa (Alvarez-Gonzalez y del Rio-Gracia, 2003). De forma paralela se
producen una serie de reacciones que contibuyen de forma indirecta a dichos procesos.

Un ejemplo de ello seria la via de las oxidasas de funcion mixta.
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Un resumen de las reacciones descritas hasta el momento puede verse en la Tabla
1 (pég. 19).

ENZIMA | LOCALIZACION REACCION
ADH Citosol CH;CH,OH + NAD — CH;CHO + NADH + H*
MEQOS REL CH;CH,0H + NADPH + H* + 0, — CH3CHO + NADP +2H,0
Catalasa Perox. y mitoc. CH5;CH,0OH + H,0, — CH3;CHO + 2H,0
Xantino- Citosol hipoxantina + H,O + O, — xantina + H,0,

itoso
oxidasa CH;CHO + 0, — CH3COOH + Oy
NADPH- ) .
) Citos. y m. plasm. NADPH + H" +O, — NADP + H,0,

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

) Mitocondria CH;COOH + CoA — acetil-CoA
sintetasa

Tabla 1: Enzimas y reacciones mas importantes del metabolismo oxidativo del alcohol.

También existen vias de metabolizacion del etanol no oxidativas, aunque son
menos importantes desde el punto de vista cuantitativo (Haber et al., 2004); estas
reacciones parecen relacionarse con el dafio en érganos diana sin capacidad metabdlica
oxidativa en el alcohélico crénico, como pueden ser el pancreas y el pulmén (Werner et
al., 2001; Laposata y Lange, 1986; Manautou y Carlson, 1991).

Algunos autores sugieren que la inhibicion de las vias oxidativas del etanol puede
aumentar el flujo de las vias no oxidativas, aumentando el dafio tisular pancreatico
mediado por etil-ésteres de acidos grasos (FAEE, por sus siglas en inglés), que se

producen como consecuencia (Werner et al., 2001).

Como hemos visto el metabolismo del etanol tiene lugar casi exclusivamente en el
higado, por lo que es en esta viscera donde aparecen las lesiones mas precoces
observables en el alcohdlico. Estas lesiones no solo obedecen al efecto directo de la
alteracion metabolica que produce el alcohol, sino también al incremento de la
permeabilidad intestinal producida por el alcohol, capaz de activar precozmente la
produccidn de citoquinas por parte de las células de Kuppfer, de la que hablaremos con

detalle mas adelante.
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2. HEPATOPATIA POR ALCOHOL

Dado que el alcohol es un metabolito exdgeno que llega al higado a través del eje
portal, es necesario que repasemos la anatomia normal del lobulillo hepético. Cada
lobulillo hepético tiene forma piriforme, se constituye alrededor de una vena central del
lobulillo (tributaria de las venas suprahepaticas) y se compone de multiples placas
celulares hepaticas que se alejan de la vena central de forma radiada. Cada placa
hepatica suele componerse de dos células y entre las células adyacentes se encuentran
pequefios canaliculos biliares que drenan en los conductos biliares que transcurren por

los tabiques fibrosos que separan los diferentes lobulillos hepaticos.

En la periferia de cada lobulillo hepatico se encuentran los espacios porta que
contienen vasos arteriales, vasos venosos portales y el conducto biliar. Ambos sistemas
vasculares se unen mediante columnas o trabéculas de células hepaticas y los sinusoides
intercelulares. Desde los espacios porta, las ramas terminales de la porta y de la arteria
hepética envian sangre oxigenada hacia los sinusoides, desde donde pasa a las venas
centrolobulillares (Figura 2, pag. 21). En 1958, Rappaport sustituyo el concepto de
lobulillo hepético por el de acino, que es una unidad estructural y funcional. Cada acino
esta formado por un espacio porta con una rama venosa portal y una arterial en el centro
de dicho acino. De forma periférica se encuentran las venas centrolobulillares (Figura 3,
pagina 21). Esta distribucion tiene a su vez una repercusion funcional relacionada con el
aporte de oxigeno y nutrientes a las distintas zonas. El eje arterioportal esta rodeado por
los hepatocitos del area 1 de Rappaport, que son metabdlicamente muy activos y
consumidores de gran cantidad de oxigeno. Tanto es asi, que se ha descrito un
“gradiente de oxigeno” desde el area 1 al area 3 (Ross et al., 1995). Esta disposicion
espacial explica la diferente gravedad del dafio hepatico relacionado con la anoxia, con
la peroxidacion lipidica o con alteraciones metabdlicas del equilibrio redox
observandose, por ejemplo en el caso del alcoholismo, que las celulas pericentrales son

las primeras en sufrir un dafio, como analizaremos a continuacion.
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Figura 2: Imagen de lobulillo hepatico en corte Figura 3: Esquema del lobulillo hepatico extraido de
histolégico tefiido con hematoxilina-eosina. (Valdivia, 2001)

2.1.- Balonamiento hepatocitario.- Es la mas precoz de las lesiones hepéticas
observadas en la hepatopatia por alcohol. Consiste en un aumento del tamafio del
hepatocito producido a consecuencia de un incremento de su contenido graso y de la
acumulacién citoplasmatica de proteinas. Por una parte la sintesis de albimina se
encuentra aumentada mientras que la produccion de tubulina se encuentra disminuida,
por lo que se ve afectado el transporte de proteinas que normalmente se exportan al
exterior como la albimina, acumulandose ésta en el interior del hepatocito (Baraona et
al., 1977). Este aumento de proteinas intrahepatocitarias supone un aumento de la
presidon oncética celular, que genera retencion de agua y que también contribuye al
crecimiento hepatocitario. Dada la diferencia de disponibilidad de oxigeno que existe
entre el area 1 y el area 3, las lesiones de balonamiento van a verse de forma méas precoz

en la zona 3 que en la zona 1, siendo también mas graves en ése area.

Como se ha comentado, el aumento del ratio NAD/NADH en los hepatocitos, la
disminucion de la B-oxidacién de acidos grasos junto con el aumento de absorcion de

lipidos desde el intestino delgado y las alteraciones de la regulacion de factores de
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transcripcion del metabolismo, producen un aumento de la grasa hepatica. Cuando la
cantidad de grasa acumulada adquiere un valor importante desde el punto de vista
cuantitativo, aparece la esteatosis hepatica, que es detectable de forma directa mediante

la observacion con el microscopio oOptico.

Debido al aumento general del tamafio celular se produce hepatomegalia, que
puede comprimir los sinusoides hepéticos, condicionando la existencia de hipertension
portal que a su vez contribuye al desarrollo de cirrosis hepética, pudiendo decirse que
hay tres fases evolutivas del dafio hepatico inducido por alcohol: el higado graso, la

necrosis y la fibrosis.

2.2 Higado Graso.- La esteatosis hepética es la expresion de dafio tisular mas
temprana consecuencia del abuso de alcohol y puede producirse de forma independiente
del estado nutricional. Se caracteriza por
la acumulacion de grasa en los
hepatocitos (sobre todo triglicéridos,
fosfolipidos y ésteres de colesterol) en
forma de macro o microvesiculas (Figura
4), por la proliferacion del reticulo

endoplasmatico liso y por alteraciones de

la estructura mitocondrial de forma mas

Figura 4: Esteatosis hepdtica. Tincién con
hematoxilina-eosina. frecuente, con la inhibicion de la f-

oxidacion de los &cidos grasos. En este
estadio el componente inflamatorio es minimo salvo por la aparicion de algunos
linfogranulomas en las zonas pericentrales, donde el dafio es méas precoz y mas grave a
consecuencia de la menor concentracion de oxigeno. A medida que la lesion progresa,
el acimulo de grasa puede apreciarse a lo largo de todo el lobulillo hepatico. En un
estudio en pacientes alcohdlicos con higado graso puro se observo que la presencia de
mitocondrias gigantes y la existencia de macro y microvesiculas eran factores
predictores independientes de la progresion histoldgica si no cesaba el consumo de
alcohol (Teli et al., 1995a). En esta fase del dafio hepatico inducido por alcohol la
interrupcion del consumo de alcohol puede revertir la lesion, normalizandose la

estructura hepatica y el contenido hepatico de grasa.
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El higado graso no es patognomonico de la ingesta de alcohol y se puede
desarrollar en otras muchas circunstancias, entre otras el embarazo, el consumo de
toxicos, la malnutricion, el sindrome de Reye y la obesidad (Hautekeete et al., 1990);
sin embargo, en el higado graso no alcoholico no se ha visto progresion a estadios

histol6gicos més avanzados (Teli et al., 1995b).

2.3.- Necrosis e inflamacion hepética.- La acumulacion de grasas y de proteinas
de las que el hepatocito no se puede liberar favorecen la aparicion de necrosis (Figura 5),

fendmeno al que contribuyen la inflamacion y la accion de las citoquinas pro-oxidantes.

Se ha comentado como la
metabolizacion del etanol a través
del MEOS induce la actividad del
CYP2E1, generando acetaldehido y
radicales hidroxietilos, que
producen dafio oxidativo, que a su

vez produce inflamacion y estimula

aun mas la peroxidacion lipidica,
generando un aumento de ROS. Al Figura 5: Inflamacidén y necrosis hepatica. Tincidn con
hematoxilina-eosina.

mismo tiempo el aldehido provoca

la formacion de enlaces covalentes con diferentes proteinas, al igual que lo hacen el
malonildialdeido y los ROS; estas proteinas que se ven alteradas tanto de membrana
como citosdlicas, se denominan “aductos™ y presentan una alteracion en su funcion,
pudiendo servir como sustratos con actividad antigénica, activando la inmunidad celular

(Rolla et al., 2000; Albano, 2002).

Como vemos existen multitud de factores que estimulan la produccién de
citoquinas proinflamatorias; estas citoquinas activan las células de Ito, generando la
secrecion de fibronectina y de matriz extraceular (Tuma, 2002). El conjunto de procesos
que llevan a la lesién hepatica en el alcoholismo crénico puede verse de forma

esquematica en la Figura 6 (pagina 24):
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Figura 6: Efectos de la lesién hepatocitaria, endotoxina y de los cambios inducidos por etanol —y/o
acetaldehido— (incluyendo hipoxia y estrés oxidativo) sobre las vias autocrina y paracrina de las KC
activadas, células estrelladas hepaticas y células endoteliales. Acréonimos: ACT, activacion; ALD-Pr,
aldehido-proteina; ET, endotelina; HSC, célula estrellada hepdtica; MCP, proteina quimiotactica de
monocitos; MFB, miofibroblastos; MIP, proteina inflamatoria de macréfagos; MMP, metaloproteasa
matricial; mt, mitocondria; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas; PROL, proliferacién;
TXA2, tromboxano A2 (Lumeng y Crabb, 2000).

De forma paralela al aumento de la produccion de ROS se produce la reduccion
de la actividad de los sistemas antioxidantes hepaticos, como pueden ser la disminucion
1997), de la actividad de la
superdxido-dismutasa (SOD), de la GPX hepética (Polavarapu et al., 1998; Zima et al.,
1997). El

acetaldehido también puede formar aductos de forma directa con la cisteina y el

de la concentracion de a-tocoferol (Rouach et al.,

2001) y de la actividad del sistema de reciclaje del glutation (Oh et al.,

glutation, contribuyendo a la inhibicion de los sistemas antioxidantes. De este modo
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aumenta la oxidacion de proteinas y la peroxidacion lipidica, generando un mecanismo

de feedback positivo que perpetla el dafio hepaético.

2.4.- Fibrosis hepatica.- Debido a la estimulacion de produccion y depdsito de
fibras de coldgeno en la matriz extracelular se distorsiona la arquitectura hepética,
condicionando una alteracién de su funcion. Como hemos comentado esta fibrogénesis
se produce por la hiperactivacion de multiples estirpes celulares (hepatocitos, células de
Kupffer, células del endotelio sinusoidal, miofibroblastos y células de Ito, siendo las

celulas estrelladas las que tienen un papel primordial (Figura 6, pag. 24).

La fibrosis se produce de forma escalonada, iniciandose con cambios en la
composicion de la matriz extracelular del espacio de Disse que aumenta su proporcién
de fibronectina y colagenos tipo Il y tipo I, que sustituyen al colageno tipo 1V habitual.
Tanto el colageno tipo | como la fibronectina, producen estimulacion quimiotactica de
las células de Ito, atrayéndolas hacia el espacio de Disse (Figura 7).

El TNF-o producido por las
células de Kupffer activadas actua
sobre las células de Ito, que
responden con una sobreexpresion de
receptores  para  factores de
crecimiento, como el factor de

crecimiento epidérmico, el factor de

crecimiento de las plaquetas o el

Figura 7: Fibrosis hepatica. Tincién con tricrémico
factor de crecimiento transformante- de Masson (coldgeno en azul).

B1 —TGF-B1 por sus siglas en inglés—

(Yang et al., 2003). Esto produce un aumento de la produccion de matriz extracelular.
Ademas el TNF-a es capaz de inducir la division de células de Ito no activadas y su
transformacion en miofibroblastos, aumentando la secrecion de citoquinas y factores de

crecimiento, y retroalimentando el mecanismo de produccién de la fibrosis.

Por otra parte, la disminucion de la degradacion de la colagena puede contribuir

también a la fibrogénesis. De forma homeostatica este proceso se regula por las
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metaloproasas de la matriz hepatica y sus inhibidores, pero en el caso de la fibrosis
hepatica el funcionamiento de este sistema regulador se conoce sélo de forma parcial.
Ciertos estudios sugieren que hay un incremento de la actividad de la colagenasa
(Lieber, 1980) mientras que otros apuntan a que el deposito de tejido fibroso se asocia
con un aumento inicial de la actividad de las metaloproteasas que desciende
progresivamente al aumentar la actividad del inhibidor tisular de las metaloproteasas
(TIMP), produciéndo una disminucion de la degradacion de la coldgena (Alcolado et
al., 1997). También se ha demostrado que tanto el acetaldehido como el etanol inducen
la expresion del RNAm de la a-1 procolagena de forma dosis dependiente, induciendo
una mayor expresion de los genes de la o-1 colédgena y de la fibronectina (Svegliati-
Baroni et al., 2001).

Se ha observado que la activacion de los neutrofilos y el aumento de la
produccion de ROS contribuyen al desarrollo de la fibrosis hepética. Esta activacion de
los neutrdfilos también induce la produccion de 6xido nitrico (NO), que podria ejercer
un efecto protector antioxidante (Casini et al., 1997). Estudios experimentales han
mostrado que los hepatocitos que expresan el CYP2E1 producen una mayor activacion
de las células estrelladas, convirtiéndolas en miofibroblastos (Nieto et al., 2002). Los
productos de la peroxidacion lipidica también se han propuesto como potenciadores de
la fibrosis hepética (Maher et al., 1994; Lumeng y Crabb, 2000).

De forma caracteristica, la fibrosis aparece de forma inicial en la zona pericentral
y progresa hasta afectar todo el lobulillo hepatico si se mantiene el consumo alcohdlico;
la presencia de fibrosis pericentral predice la evolucion hacia la cirrosis hepética,
aunque en estadios muy iniciales es potencialmente reversible con la interrupcion del

consumo de alcohol.

Llegados a este punto ya hemos descrito que la fibrosis y la necrosis intensas
configuran las fases avanzadas de la hepatopatia alcohdlica, que se compone de un
conjunto de alteraciones que van desde el higado graso hasta las formas mas graves,
incluyendo la hepatitis alcohdlica, la cirrosis y el carcinoma hepatocelular. Los estudios

mas recientes indican que en esta lesion influye de manera marcada el estrés oxidativo
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asociado al metabolismo del alcohol, la deplecion de glutation, y la alteracién de los
oligoelementos que actian como cofactores de los antioxidantes. Como hemos
detallado, todo este proceso es consecuencia de la activacion de las células de Kupffer y
de la cascada de citoquinas, en la que también juega un papel importante el aumento de
la permeabilidad intestinal al lipopolisacarido (LPS). Sin duda alguna, la cuantia del
consumo de alcohol influye en la génesis de la hepatopatia alcohdlica: la dosis requerida
para el desarrollo de dafio hepatico secundario al alcohol ronda el consumo de entre 40
y 80 g/dia. En varones, un consumo de 40-80 g/dia origina higado graso, mientras que
un consumo de 160 g/dia durante un periodo de 10-20 afios causa cirrosis hepatica en un
porcentaje elevado de pacientes. En el caso de las mujeres, la cirrosis puede alcanzarse
con consumos menores, en torno a 40 g/dia o incluso menos. El riesgo se cimenta en la
cantidad consumida y no en el tipo de bebida, siendo la ingesta diaria méas peligrosa que
el consumo intermitente, en el que se le da al higado una oportunidad de recuperacién
entre agresiones. Los grandes bebedores diarios o casi diarios, y los que comienzan a
beber a edades tempranas tiene mayor riesgo de hepatopatia por alcohol (ALD, por sus
siglas en inglés) que los bebedores episddicos o sociales (binge drinkers). Este hecho no
obedece Unicamente a observaciones clinicas, sino también a observaciones realizadas

en estudios experimentales.

La rata tiene una aversion natural hacia el alcohol, lo que obliga a que si se
utilizan modelos de administracién oral, el alcohol tenga que estar diluido en el agua de
bebida. EI modelo més utilizado de este tipo es el modelo de Lieber-DeCarli que tiene la
ventaja de contemplar aspectos nutricionales que comentaremos mas adelante. En este
modelo se pueden estudiar las alteraciones precoces producidas por el alcohol, como la
esteatosis y el balonamiento hepatocitario. Pero las ratas alimentadas de esta manera
dificilmente desarrollan una cirrosis florida. Para observar estos fendmenos de
hepatopatia avanzada, la administracion intragastrica de alcohol siguiendo el modelo de
Frech-Tsukamoto es mas adecuada, ya que si conduce a la aparicion de fendmenos

fibréticos.

El hecho de que sélo el 30% de grandes bebedores desarrolle formas graves de
ALD indica que hay otros factores que influyen en su patogénesis, pero ¢qué factores

influyen en la aparicion de la hepatopatia avanzada?
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- Sexo: se ha demostrado que las mujeres tienen mayor susceptibilidad al
desarrollo de ALD debido al menor nivel de alcohol deshidrogenasa gastrica, a la mayor
proporcion de grasa corporal y a la presencia de estrogenos, pudiendo desarrollar

hepatopatia alcoholica con consumos a partir de 20 g/dia.

- Factores genéticos no ligados con el sexo: Algunos polimorfismos genéticos
de las enzimas responsables del metabolismo hepatico (alcohol deshidrogenasa), el
citocromo p450 CYEZ2EL, citoquinas y otros mediadores antiinflamatorios, pueden
incrementar el riesgo. Estudios recientes sugieren que variaciones en el gen de la
PNPLA3 (Patatin-like phospholipase domain-containing 3) afectan al desarrollo de

cirrosis alcoholica en sujetos de raza blanca (Stickel et al., 2011, Trépo et al., 2011)

Ciertos fenotipos del HLA también parecen incrementar el riesgo de enfermedad
hepatica (Morgan et al., 1980; Doffoel et al., 1986) asi como un polimorfismo del TNF-
o que se encuentra mas comunmente en pacientes con esteatohepatitis alcohdlica que en
sujetos control (Grove et al., 1997). Ademas las tasas de eliminacion del alcohol varian
hasta entre unos individuos y otros con variaciones que pueden llegar a triplicar los
valores mas bajos; esto puede estar relacionado con el polimorfismo genético de los dos

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

- Tabaquismo: La exposicidn crénica a la nicotina ha demostrado aumentar la
produccion de citoquinas proinflamatorias por parte de los macrofagos, asi como un
incremento de ROS y una disminucién de los antioxidante enddgenos en varios estudios
experimentales, de forma independiente al consumo de alcohol y potenciando sus
efectos deletéreos al ser consumidos en conjunto (Cooper et al., 2008; Bailey et al.,
2009; Purohit et al., 2013).

- Hepatitis C y Hepatitis B: La coinfeccion en pacientes con hepatopatia
alcohdlica se asocia a un inicio precoz de signos de gravedad, dafio citoestructural mas
avanzado y acortamiento de la supervivencia al actuar ambos dafios de forma sinérgica.
La ingesta de cantidades de alcohol entre 20-50 g/dia aumenta el riesgo de cirrosis y
hepatocarcinoma en pacientes con VHC. Ademas la ingesta de mas de 50 g/dia de

alcohol disminuye la eficacia del tratamiento antivirico con interferdn.
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- Exposicion a otras toxinas: Dos agentes hepatotoxicos mediante la accion
conjunta, producen potenciacion el uno del otro, incrementando de este modo el riesgo
de lesion hepética que producirian por separado. Sustancias como el paracetamol
pueden inducir hepatotoxicidad en pacientes alcohdlicos incluso a dosis terapéuticas,

aungue hay resultados contradictorios a este respecto.

- Malnutricion calorico-proteica en el alcohélico: Tan importante 0 mas que los
factores mencionados hasta el momento es la alteracion nutricional propia del
alcohdlico. Es preciso que distingamos lo que puede ser el aporte defectuoso de
nutrientes especificos (vitaminas y oligoelementos) de lo que es el concepto de
malnutricion cal6rico-proteica. Existen dos grandes formas de malnutricion calorico-

proteica: el tipo marasmatico y el tipo Kwashiorkor-like o malnutricion inflamatoria.

La malnutricion tipo marasmo se define como una pérdida progresiva de masa
muscular y masa magra; el prototipo de este tipo de malnutricion es la que puede sufrir
un individuo que ayuna, en el que no hay aporte exégeno de nutrientes. En este caso la
insulina se encuentra inhibida y el higado recibe un aporte adecuado de aminoéacidos y
acidos grasos provenientes del catabolismo muscular y de una lipdlisis que no se frena
al no disponer de insulina. Esto condiciona el mantenimiento de los niveles de albumina

y reactantes de fase aguda en las fases iniciales.

En el caso de la malnutricién tipo Kwashiorkor-like, que recibe su nombre porque
es la que padecen los nifios del tercer mundo al finalizar el periodo de lactancia, por no
tener un acceso adecuado al alimento proteico, pero si una dieta basada en hidratos de
carbono de forma predominante. Esto favorece la hiperinsulinemia, al no haber
aminoéacidos dietéticos disponibles y al estar blogueada la protedlisis por la insulina, por
lo que la sintesis hepatica de proteinas de transporte y reactantes de fase aguda esta

comprometida.

En situaciones de respuesta inflamatoria existe un aumento de la secrecion de
insulina generando una situacion metabdlica que se parece a la del Kwashiorkor;
ademas en este caso la liberacion de citokinas frena, bloquea o induce una resistencia
variable a la accion de la insulina, potenciando estos efectos. Como hemos apuntado, en

el alcohdlico predomina la malnutricion de tipo marasmatico, pero no podemos olvidar
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que el incremento de la permeabilidad intestinal con estimulacion continua de la célula
de Kuppfer y la liberacion continua de citokinas de forma consecuente confieren rasgos

de Kwashiorkor-like a la malnutricién subyacente.

El marasmo es un fendmeno muy frecuente en el contexto de alcoholismo; en
nuestro medio esta presente hasta en el 20% de individuos consumidores cronicos de
alcohol (Estruch, 1998). En los alcohdlicos la malnutricion puede tener dos etiologias
primarias: la malnutricion primaria por una ingesta defectuosa y de alimentos de mala
calidad (Santolaria et al., 2000) y la malnutricién secundaria a la malabsorcion que
provoca el alcohol de forma directa o indirecta, ya sea por insuficiencia pancreética, por
hipertension portal o por ambos. A todo esto hay que asociar el efecto anorexigeno del

alcohol en si mismo.

En algunos estudios se han identificado como factores independientes para su
desarrollo los habitos alimenticios irregulares y la presencia de cirrosis descompensada
con ascitis (Santolaria et al., 2000). Otros factores que se han relacionado con el
desarrollo de malnutricion son la dosis total de etanol, la ingesta calérica y la cirrosis
(Nicolas et al.,, 1993).

La malnutricion primaria en el paciente alcohodlico ha sido ampliamente
investigada. Cabe destacar el estudio llevado a cabo por Rubin y Lieber en 1968, en el
que administraron una dieta isocalérica a individuos sanos, en unos individuos con
aporte en forma de nutrientes habituales y en otros en forma de alcohol, describiendo
por primera vez el concepto de Empty calories, o calorias vacias (aquellas que no tienen

valor nutricional), siendo el aporte del alcohol de 7 calorias por gramo.

El fendbmeno de las calorias vacias se ha querido explicar por mdltiples
mecanismos, desde la induccién del MEOS con la modificacion de los sistemas de
metabolismo organicos y el consumo de oxigeno con generacion de calor (Addolorato et
al., 1997), hasta por la accion de las proteinas desacoplantes mitocondriales (uncoupling
proteins 0 UCP), que son unas proteinas intermembrana mitocondriales que disipan el
gradiente de protones sin producir ATP, desacoplando asi la fosforilacion oxidativa y
generando calor en el proceso; esto condiciona una disminucion de la proporcion de

ATP generado por mol de principio inmediato metabolizado (Nedergaard et al., 2005)
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Los individuos alcoholicos presentan de forma habitual habitos erraticos de
alimentacion, con disminucion de las ingestas, siendo estas habitualmente de baja
calidad nutricional (Lieber, 1993; Santolaria et al., 2000). También se han encontrado
concentraciones disminuidas de leptina en sujetos con alcoholismo crénico de forma
dependiente de la cuantia de alcohol consumido, pero de forma independiente del estado
nutricional y de la presencia de enfermedad hepéatica compensada (Nicolas et al., 2001;
Santolaria et al., 2003). La leptina es una hormona que actta a nivel hipotalamico,
encargandose de regular el apetito y de este modo la ingesta de alimentos. Esta
disminucion de leptina en pacientes alcoholicos condicionaria el efecto anorexigeno del

alcohol.

En las situaciones con disminucion del aporte energético por debajo de las
necesidades minimas del organismo se producen una serie de mecanismos adaptativos
como respuesta, que tratan de movilizar aminoécidos del tejido muscular y grasas del
tejido adiposo para obtener la energia suficiente que garantice el metabolismo adecuado

del organismo, y en especial del cerebro (Denke et al., 1998).

La primera semana de “ayuno” se suelen perder entre 4-5 Kg de peso de media,
correspondiendo de forma pormenorizada un 25% a tejido graso, un 35% a liquido
extracelular y un 40% a proteinas; inicialmente se consumen las reservas de glucégeno
y se estimula la gluconeogénesis a partir de aminoacidos musculares con el fin de
mantener el aporte energético necesario para el funcionamiento del cuerpo; estos
mecanismos compensatorios disminuyen la masa magra corporal. Ademas se activa
tambien la lipolisis, disminuyendo la masa grasa corporal con la liberacion de acidos
grasos libres para ser utilizados como fuente de energia de forma directa por los tejidos
periféricos, y para ser transformados por el higado en cuerpos ceténicos para

administrar energia a corazon y cerebro.

En las semanas siguientes, si persiste el estado de ayuno se mantienen las
pérdidas, pero con un ritmo mas lento y con diferente velocidad seglin cada
compartimento corporal. A partir de la primera semana se generan nuevos fendmenos

adaptativos:
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- Adaptacion del cerebro, corazén y otros tejidos a consumir cuerpos cetonicos
como principal fuente de energia, reduciendo el consumo de glucosa y proteinas al

méaximo e inhibiéndose la neoglucogénesis hepatica para ahorrar masculo.

- Aumento de la neoglucogénesis renal a partir de glutamina, con importancia

progresiva hasta equipararse a la neoglucogénesis hepatica.

- Reduccion del metabolismo basal por la disminucion de las somatomedinas y
por el aumento de la rT3 (triyodotironina reversa), una subforma inactiva

bioldgicamente de la hormona tiroidea T3, que producen un tono simpatico bajo.

Inicialmente se mantiene de forma parcial la sintesis de albdmina mediante la
movilizacion de aminoécidos esenciales musculares, pero estando “compensada” la
hipoalbuminemia a pesar del estado de malnutricion. Con la continuidad del estado de
ayuno se produce un aumento de la secrecion de insulina, que inhibe la lipolisis y la
movilizacién de aminoacidos musculares, comprometiendo la sintesis de albdmina y
otras proteinas, como las VLDL. Los minerales del organismo se agotan por la
reduccion de la masa corporal y del liquido extracelular, y se produce una salida de
magnesio y de potasio de sus depositos intracelulares, pudiendo generarse una pérdida

masiva de los mismos.

En el contexto de un estrés organico la inanicién puede ser incluso mas nociva
debido a las consecuencias metabdlicas que generan la inflamacion, la infeccion y la
fiebre, ya que se produce un aumento de las citoquinas proinflamatorias, elevando el
metabolismo basal y acelerandose la pérdida de peso, de nitrégeno y de micronutrientes
asociada a un aumento de la demanda de sintesis proteica, tanto para mantener la

funcion inmune como la reparacion tisular (Reid et al., 2001)

En el contexto de la malnutricién proteica, se produce un aumento marcado de la
peroxidacién lipidica con la consecuente produccién de malonialdehido y hexanal, la
disminucion de los antioxidantes y de los acidos poliinsaturados plasmaticos (Lenhartz
et al., 1998), asi como un descenso de las concentraciones de glutation de los eritrocitos
(Jackson, 1986), generando una predisposicion al dafio oxidativo (Grattagliano et al.,
2000).
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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 DeCarli, 1989) sobre diversas alteraciones metabdlicas, histoldgicas y funcionales,
por lo que nos hemos basado en él para la realizacion del presente estudio.

La malnutricidn proteica induce lesion hepatica de forma especifica por multiples
mecanismos, asociandose a cambios histolégicos hepaticos similares a los inducidos por
el alcohol (esteatosis, necrosis y fibrosis hepatica). Algunos de estos mecanismos son: la
disminucion de la sintesis proteica, la reduccion del aclaramiento hepético de etanol por
disminucion de la actividad de la ADH y el MEQOS, el aumento de la peroxidacion
lipidica y la disminucion de los depdsitos de Glutation y de la actividad de sistemas
antioxidantes hepéticos (de forma més intensa cuando la malnutricion se produce sobre
un higado graso (Grattagliano et al., 2000)) y de las concentraciones de selenio y zinc,
ambos cofactores de la GPX, sobre todo en el caso del selenio, como veremos mas

adelante.

Al pormenorizar la fisiopatologia hemos visto que la lipdlisis estd aumentada ya
que en un marasmo puro no hay insulina. Por lo tanto, en una situacion marasmatica el
higado se enfrenta a una sobrecarga de acidos grasos libres capaces de generar un
higado graso sin necesidad de ninguna noxa afiadida. Por eso es necesario que en los
modelos experimentales el aporte nutricional sea igual en los diferentes grupos de

experimentacion, como lo ha sido en nuestro estudio.

Como antes comentabamaos, en el alcoholico es posible que exista un componente
de malnutricion tipo Kwashiorkor o tipo inflamatorio. Es muy posible que un
mecanismo de este tipo explique la sobrecarga férrica existente en estos pacientes.
Debido a la capacidad del hierro para actuar como donante de electrones, que favorece
la formacion de radicales libres inestables que lesionan las membranas celulares,
estimulan la producciéon de quimioquinas para atraer a los neutrofilos y aumentan la
respuesta inflamatoria (Stal et al., 1993; Hultcrantz et al., 1991), la sobrecarga hepatica
de hierro se asocia con un aumento de la peroxidacion lipidica y con un mayor deposito

hepético de grasas (Sadrzadesh et al., 1994). Este exceso sensibiliza a las células de



Efectos del selenio sobre las alteraciones hepaticas 34
inducidas por alcohol y malnutricién proteica.

Kupffer para ser activadas por medio del NF- kf y para la expresion de genes
proinflamatorios en el contexto de la lesién hepética alcohdlica (Tsukamoto et al.,
1999). Se ha observado que las concentraciones hepaticas de hierro se relacionan con la
esteatosis sobre todo por la potenciacion de la sobrecarga férrica inducida por el etanol
(Conde Martel etal., 1993).

3. PAPEL OXIDANTE DEL ALCOHOL EN EL DANO HEPATICO

Hemos visto la importancia que tiene el estrés oxidativo en la patogenia del ALD,
por lo que ahondaremos un poco en los diferentes mecanismos oxidantes y

antioxidantes influidos por el consumo de alcohol.

Los ROS se producen de forma natural en pequefias cantidades como
consecuencia de la actividad de las diferentes vias metabolicas del organismo,
influyendo en el mantenimiento de la homeostasis y en la sefializacion celular. Son
moléculas muy pequefias que incluyen iones de oxigeno (O;), radicales libres y
peroxidos —tanto organicos como inorganicos—; son moléculas muy reactivas por la
presencia de una capa de electrones de valencia no apareada. Los ROS interpretan roles
determinados en la muerte celular programada (apoptosis), en la necrosis, y tienen
también efectos positivos como la induccién de sistemas de defensa (atraen neutrofilos
y macrofagos, asi como plaquetas) y la movilizacién de sistemas de transporte de iones.
Se producen como consecuencia de varios procesos internos, como pueden ser los que
implican a la cadena respiratoria mitocondrial (Chance et al., 1979), el citocromo p450
(White, 1991; Blank et al., 1991), las enzimas oxidativas como la xantina oxidasa, la
aldehido oxidasa, la monoamina oxidasa y el complejo NAPDH oxidasa (Toykuni,
1999; De Groot, 1994), asi tambien como consecuencia de factores ambientales, como
pueden ser la radiacion, los rayos ultravioletas, el tabaco o algunos farmacos. El
consumo de alcohol, ya sea agudo o crénico, ademas de disminuir el nivel o actividad
de los mecanismos antioxidantes del organismo, aumenta la producciéon de ROS. Este

exceso produce toxicidad.
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En situaciones fisioldgicas los neutréfilos y los macréfagos producen ROS

mediante la accion de la NAPDH oxidasa (Figura 8) para destruir organismos extrafios

(Rosen et al., 1995). También la mieloperoxidasa cataliza una reaccion entre el H,O, y

el cloro para producir hipoclorito, que ayuda a destruir cuerpos extrafos, y a bajas dosis

los ROS, y en especial el H,O, pueden ser importantes para los mecanismos de

transduccion de sefial celular, y con ello, para el metabolismo celular normal (Lander,

1997)

En general sus efec-
tos nocivos se producen
como consecuencia de
dafios en el DNA (por
eliminacién o cambio de
bases, gene-rando
mutaciones) y por la
oxidacion de los é&cidos
grasos poliinsaturados y de
aminoacidos que genera en
las proteinas su disfuncion.
Su toxicidad viene dada
por su capacidad para
reaccionar con la mayoria
de enzimas inactivantes de
macromoléculas, mediante
la desnaturalizacion de
proteinas, causando dafios
en el DNA (roturas,

eliminacién de algunas

a) Mitochondria
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- integrin signalling - ceramide
- apoptosis -p53 °z'-
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Stimuli for activation of NADPH oxidase and 5-lipooxygenase

- integrin signalling - immunological stimuli
- growth factors - hypoxia
- cytokines/hormones - oncogenic Ras

c) 5-lipoxygenase

Figura 8: Fuentes principales de ROS a nivel celular (extraido de
Novo y Paroloa, 2008)

bases o modificacion de las mismas produciendo mutaciones) o mediante la

peroxidacion lipidica, causando la destruccion de membranas biologicas y mediante la

produccién de metabolitos reactivos del aldehido, como el malondialdehido (Nakazawa

et al, 1996; McCord, 1998)
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Habitualmente las células son capaces de defenderse de los dafios producidos por
los ROS mediante el uso de enzimas compensadoras, como la superoxido dismutasa
(SOD), la glutation peroxidasa (GPX) y la catalasa. Colaboran también como
antioxidantes celulares otras sustancias como pueden ser el acido ascorbico (vitamina

C), el acido urico y el glutation (GSH).

Los ROS se han relacionado con mdltiples enfermedades, como pueden ser la
toxicidad intrinseca del O,, el dafio por isquemia-reperfusion, enfermedades
cardiovasculares, arteriosclerosis, carcinogénesis, diabetes mellitus, enfermedades
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer), edad, inflamacion, etc. También se
relacionan de forma especifica con la toxicidad por el consumo agudo y crénico de
alcohol (Knight, 1998; Cederbaum, 2009, Nordman et al., 1992).

Dado que los ROS se producen y compensan de forma natural en el organismo, se
define el Estrés Oxidativo como la alteracion en el balance homeostatico corporal entre
la produccion de ROS, su eliminacion y la reparacion de las moléculas dafiadas por
accion (Cederbaum et al., 2009). Como respuesta evolutiva a la produccion de ROS, el
organismo ha desarrollado una gran variedad de mecanismos compensatorios, tanto
enzimaticos como no enzimaticos para proteger al cuerpo de sus efectos deletéreos,

como describiremos.

3.1.- Alcohol, estrés oxidativo y dafio celular.- La capacidad del alcohol para
aumentar la produccion de ROS y estimular la peroxidacién de lipidos, proteinas y
DNA se ha demostrado en multiples modelos, tanto animales como humanos. El
mecanismo por el que se produce es un conjunto complejo de multiples enzimas y vias
relacionadas con el metabolismo del alcohol tanto de forma directa como indirecta,
mediante su efecto en la membrana y el funcionamiento celular. A pesar de que el
conocimiento en este area aumenta de forma progresiva, el proceso completo por el que

el alcohol causa el dafio celular aiin no esta claro.

Dentro de los multiples mecanismos etiopatogénicos referidos a lo largo de la
literatura se han descrito los cambios en el estado redox (alteracién del cociente redox

NAD*/NADH) como resultado de la oxidacion del etanol por la ADH con la produccion
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de acetaldehido, el dafio mitocondrial secundario (que condiciona el descenso de la
produccion de ATP), los efectos directos en la membrana por la interaccion hidrofobica
del etanol con los fosfolipidos y componentes proteicos o con las enzimas, la hipoxia
inducida por el etanol (sobre todo en la zona pericentral del acino hepético, donde se
consume oxigeno para detoxificar el alcohol mediante la oxidaciéon del etanol), los
efectos del etanol en el sistema inmunoldgico, las alteraciones en la produccion de
citoquinas, el aumento de la endotoxina bacteriana inducido por el etanol (con la
consecuente activacion de las células de Kupffer) y la movilizacion del hierro producida
por el etanol con el aumento resultante de los niveles de hierro no hemo de bajo peso
molecular (Cederbaum et al., 2009). Estas vias no son excluyentes unas de otras,
contribuyendo de forma sinérgica a la capacidad del etanol de inducir un estado de

estrés oxidativo.

En modelos murinos de alimentacion intragéstrica con etanol se ha encontrado
que la sustitucion de grasas poliinsaturadas por grasas saturadas o trigicéridos de cadena
media disminuye o previene la peroxidacion lipidica y con ello el ALD, asi como que la
adicion de hierro promueve el estrés oxidativo (Tsukamoto et al., 1995). Asimismo,
muchos estudios han demostrado que la administracion de quelantes del hierro, agentes
reponedores del glutation (GSH) y antioxidantes como la vitamina E, precursores de la
GSH, Superoxido Dismutasa o Ebselen (un imitador de la glutatién peroxidasa) pueden
prevenir o disminuir las acciones toxicas del alcohol, asi como que los estados

deficitarios de sustancias antioxidantes promueven el ALD (Cederbaum, 2009)

En los casos de consumo cronico de alcohol, el aumento de la proporcion de
metabolismo del alcohol por la via del MEOS produce un aumento en la produccién de
ROS, y con ello dafio hepatocitario y alteraciones en la apoptosis, siendo estas
reacciones parcialmente bloqueadas por la adicion de antioxidantes (Adachi e Ishii,
2002; Bayley y Cunningham, 2002, Wu y Cederbaum, 1999.)

Entre los mecanismos que juegan un papel crucial en el estrés oxidativo inducido

por alcohol cabe destacar:

- Células de Kupffer: EI consumo cronico de alcohol estimula a las células de

Kupffer mediante la endotoxina bacteriana o lipopolisacarido, lo que produce un
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aumento en la produccion de radicales libres con la mediacion de la NADPH oxidasa y
citoquinas, sobre todo TNF- o (Adachi et al. 1994, Imuro et al., 1997); de este modo el
dafio hepatico producido por alcohol se ve reducido si se disminuye la poblacién
intestinal de bacterias gram negativas, con la consecuente disminucion de produccion de
endotoxina (Nanji et al., 1994). La destruccion de celulas de Kupffer o el uso de
anticuerpos anti-TNF-o disminuye el dafio hepatico (Adachi et al., 1994, Imuro et al.,
1997).

Ademas la endotoxina bacteriana, por el aumento de ROS, puede producir la
activacion del factor nuclear kappa beta (NF- k) que regula la activacion de muchas
sustancias proinflamatorias incluyendo el TNF-a, contribuyendo a aumentar y perpetuar
el dafio tisular (Thurman, 1998; Wheeler and Thurman, 2001; Enomoto et al., 2000)

- Metales y estrés oxidativo inducido por alcohol: En presencia de hierro libre o
iones de cobre, mediante reacciones de Fenton o de Haber-Weiss catalizada por metales,
se pueden producir radicales hidroxilo (McCord, 1998), contribuyendo al desarrollo del

estrés oxidativo.

Reaccion de Fenton:
Fe”" + 2H,0, >Fe*" + HO® + OH
Reaccion de Harber-Weiss Catalizada por Metales:
Fe*" + 0, > Fe** +0,°

De este modo, el hierro cataliza la conversion de ROS menos potentes hacia
oxidantes mas poderosos, como el radical hidroxilo u oxidantes tipo perferril. En los
alcoholicos se produce el aumento de las concentraciones hepaticas de hierro, siendo
estos niveles ain mas altos en pacientes con cirrosis hepatica (Chapman et al., 1983). El
aumento de dafio celular por el aumento de estos depdsitos se ha demostrado en
modelos animales (Valerio et al., 1996; Stal et al., 1996). En modelos de
administracion intragastrica una pequefia adicion de hierro condiciona un aumento de

los niveles hepaticos de hierro en 2-3 veces sobre lo normal, un aumento de la
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peroxidacion lipidica, de las transaminasas hepaticas e induce fibrosis (Tsukamoto et
al., 1995)

Ademas el aumento de contenido de hierro en las células de Kupffer por la
administracion de etanol las sensibiliza para su estimulacion por el NF- kB, con la
consecuente superproduccion de TNF-a, y el aumento de dafio hepatico (Tsukamoto et
al., 1999). Este efecto se ha visto reducido con la administracién de quelantes del
hierro, reduciendo la elevacion de hierro no hemo, la peroxidacion lipidica y la
acumulacién hepaética de grasa y el dafio hepatico (Tsukamoto et al., 1999; Sadrzadeh et
al., 1994). La produccion de ROS, la peroxidacion lipidica y la interaccion con
quelantes del hierro estdn aumentados en los microsomas de ratas alimentadas con
etanol (Cederbaum, 2003), lo que se asocia con un aumento de los niveles de citocromo
CYP2EL.

- Radical Hidroxietilo-1 (HER): El etanol es un agente neutralizador del radical
hidroxilo; de su interaccién se obtiene el Radical Hidroxietilo-1 (HER) de forma
dependiente de una molécula de NADPH (Albano et al., 1997), mediante la produccién
de superoxido y H,O, a través del citocromo p450, seguido de una generacion de
radicales oxidantes hidroxil-like catalizada por el hierro. Esta reaccion aumenta en
presencia del etanol con mayor produccion de HER, que se une a proteinas,
produciendo aductos proteicos derivados del etanol que son inmunogénicos. La
interacciéon del HER con antioxidantes celulares puede contribuir al mecanismo por el

que el etanol produce un estado de Estrés Oxidativo (Reinke, 2002).

- Mitocondrias, estrés oxidativo y ALD: El consumo cronico de alcohol produce
una alteracion tanto estructural como funcional de la mitocondria hepatica, produciendo
un aumento en la produccion de ROS y un aumento de la toxicidad celular
(Cunningham et al., 1990), habiéndose demostrado de forma experimental incrementos
de radicales superdxido, hidroxilo y H,O, (Boveris et al, 1983; Kukielka et al., 1994,
Bailey y Cunningham, 1998-2002). Ademas se produce una disminucion de la actividad
de la cadena respiratoria mitocondrial de forma secundaria que produce el aumento de

la acumulacién de transportadores de productos reducidos en los complejos 1y I11.
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Hay estudios que demuestran la contribucion mitocondrial al incremento de
niveles de oxidantes en los hepatocitos, tanto en la exposicion cronica al etanol como en
la aguda; en modelos murinos se ha demostrado que una dosis Unica de etanol produce
alteraciones en el DNA mitocondrial hepatico, dafiandolo y degradandolo (Massouri et
al., 1999) a pesar de no afectar al DNA nuclear hepatico. La administracion diaria de
alcohol durante 4 dias causa una deplecion de larga duracion en el DNA mitocondrial,
probablemente por una afectacion de la sintesis (Demeilliers et al., 2002) asociada a un
aumento de la peroxidacion lipidica y los niveles de CYP2E1. En el caso de animales
alimentados con etanol de forma cronica, se ha visto que son mas sensibles a la
permeabilidad mitocondrial inducida por calcio y otros estimulos apoptéticos que los
sujetos control (Pastorino et al., 1999)

- Estrés oxidativo por oxido nitrico (NO): EIl 6xido nitrico, dependiendo de las
condiciones, puede ser hepatoprotector o potenciar el dafio hepatico (Hon et al., 2002),
aunque su papel en el desarrollo de ALD adn no esta claro. La administracion créonica
de etanol a ratas aumenta la produccion de NO (Wang et al., 1995) que interacciona con
el superoxido, contribuyendo al dafio hepéatico por hipoxia inducida por alcohol. En el
consumo crénico de alcohol, las células de Kupffer producen NO mediante la accion de
la sintetasa de NO inducible (iNOS), habiéndose establecido que el NO producido por la
sintetasa de NO endotelial puede ser protector, mientras que el producido por mediacion
de la INOS es critico para la produccion de ALD (Mckim et al., 2003). No se conoce
aun qué regula el balance entre estos dos tipos de produccién del NO en el dafio

hepatico inducido por alcohol.

Ademas, el consumo cronico de etanol aumenta la sensibilidad a la inhibicion del
consumo de oxigeno por la mitocondria hepatica en ratas mediante la induccion por el
NO (Venkatraman et al., 2003), contribuyendo a la hipoxia secundaria al consumo de

etanol. Esto no se produce en ratones knockout para iNOS.

- Reparacion celular: El proteosoma 26S juega un papel primordial en el
catabolismo de proteinas dafiadas producidas por el estrés oxidativo; una acumulacion
de las mismas puede generar toxicidad celular. En el consumo cronico de alcohol
disminuye la tasa de catabolismo proteico, con la consiguiente acumulacién de proteinas

defectuosas debido a la correlaciéon inversa entre la actividad de la quimotripsina
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proteosomal y la peroxidacion lipidica. Esto sugiere una inactivacion del proteosoma
(Fataccioli et al., 1999) asociada a un aumento de los niveles de CYP2E1, que de forma

habitual se degrada por la accion de este proteosoma (Donohue, 2007)

- Aductos proteicos inducidos por etanol: Como ya hemos comentado
previamente, los aldehidos generados por el metabolismo del etanol (acetaldehido,
malonildialdehido, y el 4-Hidroxinonenal (HNE)) pueden unirse a las proteinas,
generando aductos proteicos que generan toxicidad mediante dos mecanismos: al alterar
la funcion de dichas proteinas (Niemela, 2001) y por su capacidad inmunogénica
(Duryee et al., 2004) como la que presenta el aducto malonildialdehido-acetaldehido
(MAA), que tiene capacidad para activar la inmunidad innata estimulando las células T
(Willis et al., 2002).

- Citocromo P450 y estrés oxidativo: La superfamilia del citocromo P450 esta
presente de forma ubicua en los organismos vivos, sirviendo como oxidasas terminales
en el metabolismo oxidativo de mdltiples sustancias: esteroides, acidos grasos,
xenobidticos, drogas, farmacos, toxinas y carcindgenos (Guenguerich, 1987). Debido al
tamafo de la familia P450, se ha generado un sistema de nomenclatura especifico
formado por el nombre “CYP” seguido de un niimero que se refiere a la familia, una
letra refiriéndose a la subfamilia y un segundo numero, que representa de forma

individual el gen dentro de la subfamilia.

Los citocromos P450 catalizan muchas reacciones quimicas, incluyendo
monooxidacion, peroxidacion, reduccion, dealquilacion, epoxidacion y dehalogenacion
(Guenguerich, 2001); una de sus funciones principales es catalizar la conversion de una
sustancia en metabolito mas polar para favorecer su excrecion. En algunos casos esta
sustancia mas polar puede ser mas toxica que el metabolito inicial (como en el caso del
acetaminofén, por ejemplo). Para que el citocromo P450 pueda funcionar de forma
catalitica, es necesaria la presencia de diferentes reductasas de flavoproteinas (como la
NADPH reductasa-P450) necesarias para la transferencia de electrones desde la
NADPH o la NADH, causando la reduccion del grupo hemo de su estado redox férrico
a ferroso. La activacion de las enzimas cataliticas por oxigeno mediada por el P450

también puede producir ROS.
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Dentro de la familia del P450 es necesario analizar de forma especifica el
CYP2E1 que es un componente del citocromo P450 inducible por el etanol que se ha
aislado en mdaltiples especies; se encuentra de forma predominante en el higado aunque
también se ha encontrado en otros o6rganos como el cerebro (Hanson et al., 1990).
Dentro del acino hepatico el CYP2E1 se encuentra de forma predominante en la region
centrolobulillar, donde se produce el dafio precoz por parte tanto del etanol como de
otras toxinas, como el acetaminofen, las nitrosaminas, etc. (Ingelman-Sundberg et al.,
1988).

Se expresa de forma predominante por parte de los hepatocitos, aunque también se
han encontrado cantidades significativas en las células de Kupffer y su localizacion
principal es como parte de la membrana del reticulo endoplasmatico. También hay una
proporcidn de localizacion plasmatica, que puede influir en la hepatotoxicidad mediada

por mecanismos inmunes gue se observa en pacientes con ALD (Lytton et al., 1999).

Se ha demostrado la dependencia del MEQOS del citocromo P450 (Lieber, 1997),
siendo éste una via minoritaria de metabolismo del etanol (menos del 10%) para
convertirlo en acetaldehido en condiciones estandar y aumentando su importancia hasta
un 50% en casos de consumo cronico de alcohol, como se ha descrito previamente. Este
aumento de su actividad se produce tanto por el aumento del contenido total de
citocromo P450 como por la induccion especifica del CYP2E1l, aumentando la

capacidad para oxidar el etanol.

El CYP2E1 actuia tanto sobre sustratos enddgenos (como la acetona, acidos grasos
como el linoleico y el araquidonico y gases hidrocarbonados derivados de la
peroxidacion lipidica), como sobre sustratos exdgenos, como seria el caso de alcoholes,
hidrocarbonos aromaticos, aldehidos, el acetaminofen, etc. e incluyendo maultiples
procarcindgenos, como por ejemplo las nitrosaminas. La toxicidad de algunos de estos

sustratos se ve aumentada con la activacion del CYP2E1, como es el caso del etanol.

En el metabolismo del etanol el CYP2EL influye en dos pasos: aumenta la
proporcién de su metabolismo por parte del MEOS, y tiene como consecuencia de su
accion oxidante sobre el acetaldehido, lo que produce acetato (Terelius et al., 1991).

Muchos de los sustratos para el CYP2E1 pueden inducir su propio metabolismo, como
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en el caso del etanol (Lieber, 1997 y1999), que también tiene capacidad para inhibir el
metabolismo de otros sustratos mediante competencia, saturando el CYP2E1.

También se ha demostrado la induccion del CYP2E1L en relacion con parametros
nutricionales: se ha demostrado in vitro un aumento en los niveles en animales obesos,
diabéticos y alimentados con una dieta rica en grasa (Raucy et al., 1991), postulandose
la influencia de la insulina y de los cuerpos cetonicos en esta activacion. También se ha
demostrado de forma especifica que dietas con bajo contenido en carbohidratos
estimulan el sistema MEOS, y que una dieta rica en grasa y con bajo contenido en
carbohidratos produce mayores niveles de CYP2E1 en relacién con el consumo de
etanol (Yoo et al., 1991), aumentando el ALD observado en estos sujetos (Badger et
al., 1999).

3.2.- Proteccion contra la toxicidad por ROS.- De forma natural el ser humano
ha desarrollado varios mecanismos protectores contra el dafio celular producido por los
ROS (Halliwell, 1999; Yu, 1994) . Algunos de ellos se ven afectados por el consumo

prolongado de alcohol, siendo estos tanto enzimaticos como no enzimaticos:

3.2.1.- Mecanismos enzimaticos.- Incluyen multiples enzimas como pueden ser las

glutation transferasas, que eliminan reactivos intermedios y aldehidos lipidicos,
metalotioneinas, hemo-oxigenasas, tiorredoxina, que elimina varios ROS,
ceruloplasmina y ferritina, que eliminan metales como el hierro, que es pro-oxidante.

Las mas importantes en relacion con el metabolismo del alcohol son:

- Superdxido Dismutasa (SOD): La SOD es una enzima que elimina O, muy
relacionada con diferentes oligoelementos, existiendo diferentes subtipos dependientes
de cobre y zinc (presente en citosol y espacio entre membranas mitocondriales, por
ejemplo) y de manganeso (localizada en la matriz mitocondrial) y siendo claves para la
proteccion frente a los ROS (Fridovich, 1997). En estudios de instilacion intragastrica
de etanol en ratones se ha demostrado un descenso de la actividad SOD hepatica
(Polavarapu et al., 1998)



Efectos del selenio sobre las alteraciones hepaticas 44
inducidas por alcohol y malnutricién proteica.

- Catalasa: Ayuda a eliminar H,O,; se encuentra en los peroxisomas y cataliza
una reaccion de 2 H,O, formando H,O y O,. Puede promover la interaccién del H,0,
con donantes de hidrégeno, convirtiéndose en una molécula de H,O y oxidando los
donantes reducidos (actividad peroxidante). Estos H* pueden obtenerse tanto del etanol

como del metanol al ser oxidados a acetaldehido y formaldehido.

- Sistema Glutation Peroxidasa (GPX): Estd formado por varios componentes,
incluyendo las enzimas glutation peroxidasa y glutation reductasa y los cofactores
glutation y NADPH, que eliminan de forma eficaz moléculas de H,O,. El glutatién
(GSH) es un componente esencial de este sistema, sirviendo como cofactor a la
glutation transferasa, que colabora con la eliminacion de drogas y productos quimicos
de las células. EI sistema glutation peroxidasa se compone de diferentes
selenoproteinas, como veremos mas adelante, dependiendo de forma directa de los

niveles de selenio.

3.2.2.- Mecanismos no enzimaticos.- Se compone de antioxidantes de bajo peso

molecular como el glutation, vitamina E, vitamina C, vitamina A, ubiquinona, acido
arico, bilirrubina (Halliwell, 1999; Yu, 1994).

- Glutation: Es el antioxidante no enzimatico mas importante a nivel celular. Las
enzimas que median su produccién son esenciales para los mecanismos de defensa
contra el estrés oxidativo. El alcohol disminuye los niveles de GSH sobre todo en la
mitocondria, donde son cruciales para la eliminacion de los ROS generados por la
cadena respiratoria (Fernandez-Checa et al., 1997). El alcohol puede afectar a sus
niveles de forma variable (Fernandez-Checa et al., 1997, limuro et al., 2000; Oh et al.,

1998), sobre todo disminuyéndolos.

La disminucion del Glutation a nivel mitocondrial en relacion con el consumo
cronico de alcohol es una parte crucial del mecanismo lesivo que conduce a la ALD;
debido a la falta de catalasa hepatica, el glutation, mediante su unién a la GPX, genera
el mecanismo principal para la detoxificacion mitocondrial del H,O,. ElI consumo
cronico de alcohol tanto en el modelo de Lieber deCarli como en modelos de
administracion intragéstrica de etanol ha demostrado producir la disminucién de niveles

mitocondriales de glutation en los hepatocitos (Fernandez-Checa et al., 1989 y 1997),
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preferentemente en los hepatocitos pericentrales donde se produce la mayoria del dafio
hepético secundario al alcohol (Garcia-Ruiz et al. 1995). Esta disminucién producida
por el etanol es atribuible al transporte defectuoso de glutation desde el citosol hacia la

mitocondria.

- Vitamina E (a-tocoferol): Es el principal antioxidante en la capa lipidica de la
membrana celular, con efecto finalizador de la peroxidacion lipidica. Se transforma en
vitamina E-radical tras reaccionar con un radical lipidico y puede regenerarse mediante
la accion del GSH y del acido ascorbico. El alcohol puede interferir en el contenido

corporal de vitamina E, reduciendo sus niveles (Nanji y Hiller Sturmhofel, 1997)

- Vitamina C (acido ascérbico): colabora en la regeneracion de la vitamina E en

la peroxidacion lipidica.

- S-adenosil-L-metionina (SAM): Es el donante metilo principal de forma
bioldgica. Es el precursor principal de la produccion del GSH a nivel hepético a través
de la conversion de una cisteina por la via de la transulfuracion (Lieber, 2002). Se han
descrito alteraciones de su metabolismo en enfermedades hepéticas y enfermedades
neuroldgicas. Su produccion esta mediada por la metionina adenosiltransferasa (MAT),
que cataliza la produccion de SAM a partir de metionina y ATP. En el dafio hepético se
ha identificado una disminucién de la actividad de la MAT1A, condicionando la
disminucion de la concentracion de SAM (Avila et al., 2000). Se piensa que la
afectacion de la produccion de SAM puede formar parte en el desarrollo de dafio
hepatico, habiéndose estudiado que el aporte de SAM puede proteger contra el dafio
inducido por CCl,, acetaminofen, galactosamina, citoquinas, isquemia-reperfusion, etc.
(Song et al., 2004, Chawla et al., 1998).

Los efectos del alcohol sobre las concentraciones de SAM son variables, y se han

estudiado en modelos con ratas, cerdos y monos, con diferentes resultados.

Se ha estudiado su influencia en vivo sobre la toxicidad alcohol dependiente y en
la mediada por CYP2EL en mudltiples trabajos. Se ha demostrado que el consumo de
alcohol a largo plazo producia una disminucion de los niveles hepéaticos de SAM y de
GSH (Lieber et al., 1990), y también que hay una gran correlacion entre los niveles

hepaticos de ambas sustancias, consiguiéndose el aumento del segundo al administrar
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el primero. En el caso del consumo crénico de alcohol se ha visto que la administracion
de SAM previene los aumentos de produccién de superéxido mitocondrial y el dafio del
DNA mitocondrial producidos por alcohol (Bailey et al., 2006) mientras que en la
administracion aguda de alcohol la administracion de SAM atenuaba de forma
significativa el dafio hepatico al disminuir la peroxidacion lipidica consecuente a dicha

administracion de alcohol (Song et al., 2003).

Ademas se ha sugerido que la disminucion de glutation producida por el
alcohol sensibiliza los hepatocitos al dafio celular inducido por TNF-a, y que el relleno
de glutation mitocondrial mediado por S-adenosilmetionina protege a los hepatocitos de

las ratas tratadas con etanol de la toxicidad mediada por TNF-a (Colell et al., 1998).

4. OLIGOELEMENTOS RELACIONADOS CON LA PEROXIDACION LIPIDICA Y

MECANISMOS ANTIOXIDANTES

Muchas de las enzimas implicadas en los mecanismos de homeostasis del
equilibrio redox necesitan diferentes oligoelementos para su correcto funcionamiento.
El cobre, el zinc y el manganeso juegan un papel directo en estos mecanismos; en el
caso del hierro éste tiene un papel mas complejo, fundamentalmente por su accién pro-

oxidante:

4.1.- Hierro.- El hierro se absorbe en el intestino delgado principalmente en el
duodeno, donde se produce su reduccion para convertirse en cation ferroso en el polo
apical del enterocito por medio de una ferroreductasa existente en los microvilli. El
catién ferroso se transporta al interior del enterocito por el Transportador de Metales
Divalentes tipo 1 (DMT-1), almacenandose en el enterocito en forma de ferritina que se
transporta desde los enterocitos hasta a la sangre por medio de la ferroportina presente
en la membrana basolateral. En este paso influye la hefestina, un analogo de la

ceruloplasmina con actividad ferroxidasa.



Introduccion. 47

El hierro también se absorbe desde la luz intestinal mediante su union a la
apotransferrina que se secreta en la bilis. Esta apotransferrina se une a moléculas
complejas que contienen hierro estructural, como la mioglobina y la hemoglobina,
formando un complejo apotransferrina-hierro denominado transferrina. Esta
transferrina se une a receptores epiteliales especificos del intestino delgado, donde se
absorbe por pinocitosis mediante un mecanismo lento y poco eficiente que se regula
mediante la cantidad de apotransferrina existente, que varia segin las necesidades de
hierro en los depdsitos del organismo. Una vez en la sangre el hierro llega al higado

como hierro libre o como hierro unido a la apotransferrina.

El organismo de forma fisiolégica almacena 4-5 gramos de hierro, con una
concentracion aproximada de 70 ppm para un hombre medio de 70 Kg. Del total de
hierro corporal, el 65% se encuentra en la hemoglobina formando parte del grupo hemo,
siendo ésta su funcidn principal. Ademas el hierro es cofactor de mdltiples procesos
metabolicos, actuando como catalizador enzimético en relacion con citocromos,
catalasas, peroxidasas, citocromo reductasas, etc. EI 15-30% del hierro corporal se
encuentra almacenado en el Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF) y en las células
que forman el parénquima hepatico. El exceso de hierro se acumula en los hepatocitos y
en menor medida en las células reticuloendoteliales de la médula dsea. Un 4% se
encuentra en forma de mioglobina, un 1% formando parte de compuestos relacionados
con reacciones de oxidacion intracelular y un 0,1% transportandose en el plasma

sanguineo unido a la transferrina.

Del hierro presente en el cuerpo, se estima una perdida de 0,6 mg/dia en el varén,
sobre todo en las heces. En la mujer, éstas pérdidas son mayores por las eliminacién

menstrual que se cuantifica en unos 1,3 mg/dia durante ese periodo.

Como ya hemos dicho la mayoria del hierro plasmatico no unido al grupo hemo se
encuentra unido a la apoferritina formando ferritina; una parte pequefia se encuentra en
forma de hemosiderina, una forma muy insoluble que aumenta en situaciones de

sobrecarga férrica, pudiendo observarse al microscopio.

Cuando se produce un déficit de hierro, parte del hierro unido a la ferritina se

libera para ser transportado por la transferrina, que se une con facilidad a la superficie
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de los eritroblastos, produciéndose en ellos la incorporacién del hierro mediante

endocitosis para sintetizar grupo hemo en la mitocondria.

Cuando se destruyen los hematies los macrdéfagos hepéticos (especialmente las
células de Kupffer), los esplénicos y la médula 6sea, recuperan la hemoglobina liberada

separandola del resto de la molécula y liberandola a la sangre unida a la transferrina.

El metabolismo del hierro también se relaciona con la accion de interleukinas
proinflamatorias, que producen la estimulacion de la hepcidina favoreciendo que el
hierro quede atrapado en el SMF y en el hepatocito, evitando su liberacion a la sangre.
La hepcidina es una hormona peptidica de produccidn hepética que contribuye a regular
los depdsitos corporales de hierro al bloquear la actividad de la ferroportina. Al unirse a
ella y promover su degradacion, atrapa dentro de los enterocitos el hierro procedente de
la absorcion intestinal y permite su pérdida con la descamacion de los propios
enterocitos (Ganz, 2003).

La cantidad de hierro almacenado en el SMF se puede estimar mediante la
ferritina sérica, encontrandose un aumento de la misma en procesos inflamatorios, tanto
agudos como cronicos, a pesar de la presencia de una sideremia disminuida. Esto ocurre
incluso en el contexto de la presencia de anemia, condicionando la “anemia de procesos
cronicos”, en la que esta contraindicada la administracién de suplementos de hierro ya

que la sobrecarga férrica contribuiria a favorecer la lesién oxidativa.

Ademas el cation férrico es capaz de generar peroxidacion lipidica y con esto
dafio celular. Se ha sugerido su relacion con la lesion hepatica producida en la
hepatopatia alcoholica, la hepatitis C y en la hemocromatosis (Ren et al., 2010). Se han
descrito entidades nosologicas debido al exceso de hierro, como puede ser la

hemocromatosis o en otras situaciones de sobrecarga de hierro, como la B-talasemia.

En el caso de sujetos alcohdlicos se ha encontrado un aumento de la absorcion
intestinal de hierro al doble de las cantidades fisioldgicas en estudios in vivo (Duane et
al., 1992), relacionandose este incremento con el aumento de permeabilidad intestinal
al mismo. EIl exceso de hierro es lesivo para las células de Kupffer, aumentando en
ellas la expresion de citocinas proinflamatorias, en especial del TNF-a. Se ha postulado

que esta sobrecarga de hierro puede obedecer a una inhibicion de la expresion de la



Introduccion. 49

hepcidina hepética, provocando el aumento de actividad de la DMT-1 y con ello el
aumento de la absorcidn intestinal (Harrison-Findik et al., 2006).

El hierro actGa de forma sinérgica con el alcohol, potenciando la produccion de
ROS y con ello la lesiéon hepatica mediada por alcohol (Kohgo et al., 2005). EIl hierro
agrava el desarrollo de ALD grave induciendo la activacion del NF-kf y de forma
secundaria la produccion de citokinas inflamatorias por parte de las células de Kupffer,
exacerbando el estrés oxidativo inducido por CYP2E1 al producir mas radicales
hidroxilo y estimulando a las células estrelladas para producir mas colageno y proteinas
de la matriz extracelular induciendo la fibrosis, y causando dafios y mutaciones en el

DNA que pueden promover el desarrollo de neoplasias hepaticas (Purohit, 2003).

4.2.- Cobre.- EI 50% de la ingesta diaria de cobre (entre 2 y 5 mg/dia) se absorbe
para mantener un equilibrio adecuado en el adulto (Solomons, 1980). Es un metal con
gran biodisponibilidad. Los alimentos mas ricos en cobre son los mariscos y crustaceos,
las visceras, avellanas, legumbres, pasas, frutas con hueso y cacao. Una vez ingerido se
absorbe en el estbmago y el intestino delgado, sobre todo en su parte proximal. Su
absorcion esté influida por la edad del individuo, por la cantidad y por la forma quimica
del cobre ingerido y por los niveles de otros oligoelementos en la dieta, como el calcio,

cadmio, zinc, hierro, plomo, etc. (Underwood, 1977).

La absorcion se regula segun las necesidades del organismo. Se ha observado que
aumenta con el déficit plasmatico y con la baja ingesta, aumentando de forma paralela a
las ingestas, alcanzando un punto de ‘“saturacion” (Underwood, 1977). Una vez
absorbido, el cobre plasmatico se adhiere de forma laxa a la albumina y a los

aminoéacidos, distribuyéndose de forma global y accediendo a los eritrocitos.

El higado es el érgano principal en el almacenamiento del cobre, siendo un 6rgano
diana en su metabolismo. Al llegar a €l, el cobre se distribuye almacenandose de forma
variable en diferentes partes del hepatocito (nicleo, mitocondria, microsoma...), o se
libera para su union plasmética a diferentes cuproenzimas como la eritrocupreina
producida en la médula 6sea o la ceruloplasmina hepatica, con actividad en el

metabolismo del hierro. El higado también se encarga de la eliminacion del cobre a
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través de la via biliar. De los 2-5 mg que se ingieren al dia se absorben 0,6-1,6 mg y
0,5-1,3 mg se excretan por la bilis, 0,1-0,3 mg pasan a través del intestino y 0,01-0,06
mg se eliminan por la orina (Underwood, 1977).

El cuerpo de un adulto sano contiene aproximadamente 80 mg de cobre, con una
alta variabilidad individual; los niveles son mayores en el recién nacido, cayendo de
forma estable durante los seis primeros meses de vida hasta alcanzar los valores del
adulto (Underwood, 1977). En el organismo se distribuye de forma diferente segun
especie, edad y niveles individuales de cobre. En los seres humanos, el higado y el
cerebro contienen una cantidad similar, estando también presente en rifiones, corazon y
cabello. Higado, rifion, sangre, bazo, pulmon, cerebro y hueso reaccionan ante los

cambios en las concentraciones organicas del cobre.

El 60% del cobre de los glébulos rojos se encuentra unido a la eritrocupreina, una
proteina soluble con afinidad por el cobre de presencia en multiples tejidos. En el caso
de los humanos, la eritrocupreina posee dos a&tomos de zinc y tiene una actividad similar
a la Superoxido-Dismutasa (SOD), convirtiendo dos radicales superéxido monovalentes
en agua oxigenada y oxigeno molecular utilizando dos protones. Ademas, en el plasma,
el cobre se encuentra unido fuertemente a la ceruloplasmina, existiendo una gran
correlacion entre sus niveles plasmaticos y los de cobre sérico, y con ello, con el
contenido total de cobre. También se encuentra unido a la albimina, que es el verdadero
transportador sanguineo del cobre. La ceruloplasmina es una ferroxidasa que aumenta la
saturacion de la transferrina plasmatica, interfiriendo en el metabolismo del hierro. El
resto del cobre plasmatico se encuentra unido a aminoacidos y formando parte de

cuprometaloenzimas en diferentes proporciones segun el estado de cobre del individuo.

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 pug/100 mL para la mujer
(Underwood, 1977). Se ha documentado un aumento de los niveles plasmaticos de
cobre tanto en el embarazo como en el contexto de toma de anticonceptivos,
relacionandose con los estrdgenos. El déficit de ingesta de cobre se relaciona con
niveles plasmaticos bajos de cobre, mientras que la intoxicacion por exceso precisa

ingestas muy elevadas.
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El higado almacena el cobre incluso en estados de déficit marcado en el sistema
nervioso central, huesos, tejido conectivo y médula dsea. La hipocupremia se puede
asociar con estados patologicos como el de la nefrosis, el Kwashiorkor y la fibrosis
quistica, pudiendo mostrar niveles séricos de cobre inferiores a la mitad de lo normal.
Estos individuos también presentan niveles de ceruloplasmina anormalmente bajos
(Underwood, 1977). La hipocupremia de forma mantenida produce anemia y
disminucion del namero de reticulocitos, disminuye la vida media de los eritrocitos y
produce alteraciones en la capacidad de absorber hierro, movilizarlo y utilizarlo en la
sintesis de hemoglobina, acumuladndose en la mucosa duodenal con alteraciones de su

liberacion al plasma.

En la induccion de hipocupremia en modelos experimentales se ha apreciado un
agrandamiento de las mitocondrias hepatocelulares, con una deformidad consecuente en
probable relacion con la alteracion de la permeabilidad de la membrana de las

organelas.

La mayoria de las infecciones, tanto agudas como crénicas y de cualquier
etiologia (bacteriana o virica) pueden producir hipercupremia. Esto también se ha
observado en la leucemia, anemias, hemocromatosis o Enfermedad de Hodgkin,
evidenciandose elevaciones en los niveles de cobre sérico y ceruloplasmina por
asociacion con una redistribucion del cobre desde el higado, probablemente en relacién
con la accion de citokinas proinflamatorias que estimulan el higado para producir
cantidades extra de ceruloplasmina (Underwood, 1977). En el caso de la enfermedad de

Wilson se produce la acumulacion anormal de cobre en higado, cerebro, rifion y cornea.

En modelos experimentales con animales se ha observado que la necrosis produce
una liberacién del cobre desde el higado a la sangre, que produce hemdlisis fatal y un
cuadro de insuficiencia renal similar al que se observa en pacientes con Enfermedad de
Wilson Fulminante (Ishmael et al., 1971). Cualquier componente del hepatocito es
susceptible de ser dafiado por el exceso de cobre. En el caso de la membrana plasmatica
ésta se altera, afectando su capacidad para comportarse como barrera contra la difusién
de moléculas pequefias e iones, modificando la interaccion de las proteinas con la
membrana lipidica (Hwang et al., 1972). La unién del cobre a los grupos sulfidrilos

interfiere con la polimerizacion de la tubulina citosolica, produciendo la degradacién de
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los microtibulos y afectando la formacién del huso mitético, las funciones nucleares y
la exportacion de proteinas y triglicéridos desde el hepatocito, con el depoésito
intracelular con balonamiento hepatocitario (Sternlieb, 1980).

Ademas el exceso de cobre se relaciona con la deplecion de las reservas celulares
de glutation, favoreciendo la necrosis, y con ello la desestabilizacion del DNA nuclear y
la labilizacion de las membranas lisosomales, con la consecuente pérdida de enzimas en
el citoplasma estimulando la produccién de fibrosis. Tanto en modelos animales como
humanos, en el contexto de la enfermedad de Wilson, esta hepatitis focal progresa a

hepatitis cronica y cirrosis hepatica.

La intoxicacion aguda por cobre produce dafios gastrointestinales y necrosis
hepaética junto con clinica de nduseas y diarrea. En el caso de la toxicidad crénica, como
la que se produce en la enfermedad de Wilson —una enfermedad autosomica recesiva de
depdsito de cobre-, se produce un acumulo inicial de cobre en el higado y
posteriormente en otros tejidos, como el sistema nervioso central, los 0jos y los rifiones.
Se desarrolla de forma predominante en estadios tempranos de la vida y se manifiesta
con debilidad, ictericia, dolor abdominal, ascitis, hipertensién portal e incluso
insuficiencia hepatica. Histolégicamente en sus fases iniciales se caracteriza por la
aparicion de gotas lipidicas en el citoplasma y balonamiento del nicleo hepatocitario
por el contenido de glucogeno junto con el pleomorfismo de la mitocondria hepética y
una matriz intracelular con un aumento de densidad. Esta esteatosis inicial progresa

hacia la fibrosis y finalmente a cirrosis hepatica.

La accion antioxidante del cobre se centra en su funcion como cofactor de la
Superoxido-Dismutasa (SOD), catalizando la union de dos aniones superoxido y dos
iones de hidrégeno para convertirlos en una molécula de agua oxigenada y una de

oxigeno, de forma similar a lo que hemos hemos descrito para la eritrocupreina:
O,y +0, + 2H" — H,0, + O,

El agua oxigenada resultante es mucho menos lesiva que los aniones superdxido,

contribuyendo asi de forma marcada en el mantenimiento del equilibrio Redox.
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4.3.- Manganeso.- Las necesidades de manganeso de un adulto sano se estiman
entre 2-5 mg/dia; es un oligoelemento muy comun en la dieta, encontrandose en frutos
secos, cereales, tubérculos, frutas, vegetales sin hoja, y tejidos y fluidos animales. El
contenido organico de manganeso es de entre 12-20 mg para un adulto de 70 Kg con
una distribucién mas o menos uniforme (Underwood, 1977). Se encuentra mas
concentrado en las mitocondrias, siendo més abundante en 6rganos con alto contenido

mitocondrial, como pueden ser el higado, el hueso y el rifidn.

El 3-4% de la absorcion de manganeso se produce en el intestino, captandose
desde la luz intestinal a lo largo de todo el tracto digestivo y transfiriéndose a través de
las células de la mucosa intestinal de forma simultanea mediante un mecanismo que
compite con el hierro y el cobre. La absorcién de manganeso se ve aumentada en
situaciones de déficit de hierro, y disminuye con la administracion oral del mismo. Hay
evidencias que apoyan que el calcio disminuye la cantidad de manganeso disponible en
la luz intestinal, por adsorcion dificultando ademas su retencién hepatica (Underwood,
1977).

La concentracidn sanguinea de manganeso varia desde desde 8,45 pug/L hasta 69
Hg/L; se han encontrado niveles superiores a lo habitual en casos de eventos isquémicos
coronarios agudos y artritis reumatoide. Una vez absorbido, el manganeso puede
permanecer libre en la circulacion portal o unirse rapidamente a la ap-macroglobulina
antes de atravesar el higado. A su paso por el higado la mayor parte del manganeso
unido a proteinas se extrae, quedando una pequefa parte aun relacionada con la op-
macroglobulina que pasard a la circulacion sistémica para ser oxidado a estado

manganico y unirse a la transferrina.

La alimentacion con etanol ha demostrado incrementar el manganeso hepatico, en
probable relacion con un incremento en la absorcion, que puede llegar a verse duplicada

mediante el metabolismo intestinal del etanol (Underwood, 1977).

El aclaramiento ocurre en tres pasos: primero se produce el movimiento del ién
por transcapilaridad, posteriormente la entrada del metal en las mitocondrias y por
ultimo la entrada de manganeso en los ndcleos celulares. Este Gltimo proceso se produce

de forma lenta debido a la baja tasa de recambio de los ndcleos celulares. Los patrones
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de aclaramiento sanguineo y de captacion de manganeso en el higado son similares
(Underwood, 1977).

La excrecidn principal del manganeso se produce a travées de su paso por la bilis,
siendo secretado con las heces. La concentracion biliar de manganeso puede aumentar
de forma exponencial ante situaciones de sobrecarga. En caso de bloqueo de la via
biliar, la secrecidn pancreatica de manganeso puede aumentar. La excrecidn urinaria en

condiciones normales es muy escasa.

El déficit de manganeso se ha observado en humanos en asociacion con un déficit
de vitamina K. Sus manifestaciones dependen del grado y duracion del mismo, asi como
de la edad y el estado de desarrollo del sujeto. Se producen 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. En el caso del
manganeso es muy relevante considerar el estado nutricional del sujeto y el aporte de
proteinas, ya que es un elemento fuertemente ligado a proteinas animales, al igual que el
zinc. De modo similar al cobre, el manganeso también es un cofactor de la SOD, por lo

que su déficit podria contribuir a la lesion oxidante asociada al consumo de alcohol.

La intoxicacién por manganeso produce retraso en el crecimiento, disminuye el

apetito y de forma consecuente el peso corporal.

4.4.- Zinc.- Un adulto sano ingiere unos 10-15 mg de zinc al dia; el ser humano
presenta requerimientos variables a lo largo de la vida, con diferencias entre hombres y
mujeres. Las fuentes mas ricas de zinc son las ostras y mariscos, la carne, los cereales
en grano y las avellanas (Underwood, 1977). El zinc se absorbe sobre todo en el
intestino delgado, con una escasa absorcidon en el estbmago o el intestino grueso; la
captacién se produce por una proteina de union al zinc, secretada por el pancreas y
transportada a través de las microvellosidades al interior de la célula epitelial, donde se
transfiere al lado plasmatico de la membrana basocelular por medio de sitios de union
especificos. Desde aqui se une a la albumina plasmatica, que determina la cantidad de
zinc que se libera de la membrana basocelular a partir de la cantidad que entra en el

organismo.
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El zinc de la dieta es secuestrado al interior de las células epiteliales intestinales
por proteinas de unidn formadas en respuesta a la concentracion zinc, inhibiendo su
transferencia a la albimina y permitiendo que se excrete por descamacion del epitelio
mucoso. El calcio, el cobre y otros metales inhiben parcialmente su absorcion mediante
competicion por los sitios de unién de la albumina (Underwood, 1977). La ingesta
elevada de fosfato inorgénico también agrava el déficit de zinc en modelos animales,
con efecto independiente y aditivo al efecto del calcio. La caseina y los extractos de
higado pueden aumentar la absorcién de zinc, mejorando también su utilizacién. Otros
factores relevantes en la absorcion de zinc son la cantidad de alimento del individuo, la
velocidad del transito intestinal y la etapa de crecimiento (Underwood, 1977). El zinc
presenta un antagonismo con el calcio en cuanto a su absorcién intestinal, a nivel de la

transferencia desde la mucosa al plasma, al igual que con otros metales divalentes.

El zinc, una vez absorbido en el intestino delgado, se transporta al higado en el
plasma del sistema portal, unido en su mayoria a albimina y en pequefias cantidades a
la transferrina y otras ap-macroglobulinas. Se incorpora a velocidad variable a diferentes
tejidos, con tasas de recambio diferentes. El zinc presente en pancreas, higado, rifion o
bazo esta disponible de forma rapida para su uso metabolico (Underwood, 1977) en el

caso de que sea preciso.

El principal 6rgano del que depende el metabolismo del zinc es el higado. El
aumento de la cantidad de zinc hepatico se asocia a la cantidad del mismo en forma de
metalotioneina o metalotioneina-like, proteinas que aumentan proporcionalmente con el
aumento de entrada de zinc al organismo. La metalotioneina es una reserva proteica de
zinc analoga al de la ferritina para el hierro presentando una unién labil que permite su
rescate en caso de necesidad y su secuestro en situaciones de sobrecarga de zinc,

impidiendo su union a albdamina.

El cuerpo humano contiene de 1,4 a 2,3 g de zinc, de los cuales un 90% se
encuentra en el tejido muscular, 6seo, piel y pelo. Menos del 1% se encuentra
circulando en sangre, tanto en plasma como en sus elementos formes. El 75-88% del
zinc total en sangre 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%. El 30-40% del zinc plasmatico se encuentra unido a una o-
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macroglobulina, y el 60-70% a la aloimina de una forma mas laxa. En los eritrocitos el
zinc se encuentra de forma predominante en la anhidrasa carbonica, con una pequefia

fraccién asociada a otras enzimas.

La excrecion del zinc ocurre de forma predominante por las heces. En ellas se
encuentra hasta el 70% del zinc ingerido. Una cantidad de origen enddgeno se secreta
hacia el intestino delgado y una pequefia cantidad hacia bilis, ciego y colon. Sélo un
0,25-0,30% del zinc ingerido se excreta por la orina (Underwood, 1977). La excrecién
urinaria de zinc aumenta en situaciones como la nefrosis, la cirrosis hepatica alcohodlica
y la porfiria hepética, asi como en situaciones de inanicion absoluta y en la
administracion de sustancias quelantes, como el DTPA y el EDTA (4cidos dietilen-
triaminopentaacético y etilen-dinitrilo-tetraacético) (Underwood, 1977)

La enfermedad y el estrés producen cambios en la concentracion plasmatica de
este metal. Se han encontrado valores inferiores a lo normal en pacientes con
aterosclerosis, enfermedad hepética (incluyendo cirrosis alcohdlica), enfermedad
neoplésica, tuberculosis, lepra, anemia perniciosa y lesiones infecciosas agudas o
cronicas. También se ha evidenciado un descenso en los niveles plasmaticos en relacion
con administracién de grandes dosis de corticoides en situaciones de gran estrés

quirdrgico o quemados, con un descenso rapido y sostenido (Underwood, 1977).

El déficit de zinc puede producir alteraciones del crecimiento, del desarrollo
esquelético, del apetito, del gusto, la queratogénesis, la cicatrizacion, el metabolismo
proteico, hidrocarbonado, lipidico y de acidos nucleicos, asi como la alteraciéon de
funciones enzimaticas, cambios hematologicos y desarrollo de ateroesclerosis. La falta
de zinc puede provocar un deterioro en la sintesis de DNA y del metabolismo proteico,
ya que enzimas como al RNA y la DNA polimerasa son zinc-metaloenzimas relevantes
para la division celular y la sintesis proteicas. También es importante para el
funcionamiento de otras dipeptidasas, decarboxilasas y deaminasas, que lo utilizan
como cofactor, afectando al metabolismo de los aminoacidos y de la sintesis de

colagena.

Se ha atribuido un papel importante al déficit de zinc presente en el alcohdlico en

la progresion de la hepatopatia etilica (Kang et al., 2009) de modo similar al selenio,
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especialmente si se asocia a cirrosis hepética (Sullivan y Heaney, 1970) ya que también
es cofactor de enzimas antioxidantes, como la SOD y la GPX7; ademas el zinc inhibe la
prolilhidroxilasa. Por eso el déficit de zinc puede favorecer la fibrogénesis hepatica,

existiendo datos experimentales que apoyan este fendmeno (Anttinen et al., 1984)

De forma tedrica, el tratamiento con un cofactor antioxidante como el selenio
podria minimizar el déficit de mecanismos antioxidantes en presencia de un déficit de

zinc.

4.5.- Selenio.- El selenio es un elemento traza esencial que es parte constituyente
fundamental de las selenoproteinas; también es un micronutriente necesario para todas
las formas de vida conocidas. Descubierto en 1.817 por Berzelius, ha sido descrito tanto
en células eucariotas como procariotas. Schwartz y Foltz establecieron en 1.957 su
papel esencial como micronutriente en la nutricion animal descubriendo que era el
llamado “Factor 3”, que asociado a la vitamina E y los aminoacidos azufrados podia
prevenir la degeneracién necrética del higado (Schwatz y Foltz, 1957). En 1.973
Rotruck lo identifica como parte del centro activo de la enzima Glutation Peroxidasa de
los mamiferos y en 1977 se descubre una segunda selenoproteina que contiene selenio y
selenocisteina, la selenoproteina P (Herrman, 1977). A dia de hoy se han identificado 15
selenoproteinas, lo que incluye 7 glutation peroxidasas, 3 deiodinasas de las

yodotironina y la tioredoxin reductasa.

El selenio juega un papel tanto a nivel estructural como de la funcién enzimatica
en las selenoproteinas. Su funcion antioxidante ha demostrado importantes
implicaciones en la proteccion contra el dafio producido por los radicales libres, la
produccién de hormona tiroidea activa y para el correcto funcionamiento del sistema

inmune

4.5.1.- Absorcion.- El selenio es una sustancia que ha de ingerirse. Se encuentra
presente en la dieta como el resto de micronutrientes, aunque su concentracion en los
alimentos depende de la concentracion existente en el suelo de las areas de produccion
de los alimentos (disponibilidad bioldgica). Hay ciertas regiones con cantidad

insuficiente, como Estados Unidos, Finlandia, Noruega, Nueva Zelanda y algunas
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provincias de la Republica Popular China, condicionando el desarrollo de algunas

enfermedades por su déficit.

En la naturaleza se puede encontrar en diversas formas quimicas: selenato (Se*®),
selenito (Se™), selenio elemental (Se°) y selenuro (Se™). Se consume principalmente en
forma de dos selenoaminoéacidos: la selenocisteina y la selenometionina, presentes en el
pan, cereales, pescado, carnes, legumbres y huevos. La selenometionina procede de
fuentes vegetales y animales, mientras que la selenocisteina solo se obtiene de fuentes
animales, que es la forma mas biodisponible. La ingesta diaria recomendada segun la
FDA varia segun la edad del individuo, alcanzando unos niveles en adultos de entre 55
ug (en adultos) y 70 pg (en embarazadas lactantes), pudiendo provocar efectos toxicos

en dosis de mas de 400 pg.

La concentracion plasmatica de selenio se correlaciona de forma adecuada con el
contenido corporal de selenio en el organismo, siendo la espectrometria de absorcion
atémica con atomizacion electrotérmica y correccion de fondo por efecto Zeeman la

técnica de eleccidn para su determinacion (Casals-Mercadal et al., 2005)

4.5.2.- Metabolismo del selenio.- Se postula que la forma quimica en la que se consume
(selenito, selenato o selenoaminoacido) puede afectar a su absorcion y con ello a su
posible toxicidad. Actualmente se cree que la forma orgéanica, en forma de
selenoaminoédcidos constituyentes de proteinas es la mas beneficiosa, siendo estas las

formas mas biodisponibles:

- Selenometionina (Se-Met): Procede tanto de fuentes vegetales como animales.
No puede sintetizarse el cuerpo humano y constituye un reservorio de selenio en el
organismo, mediante su incorporacion a las proteinas. No se conoce que tenga una
funcidn fisioldgica separada de la de la metionina, a la que sustituye de forma aleatoria.
En casos de déficit de selenio, puede extraerse de la selenometionina mediante la

proteolisis, obteniéndose en forma de selenuro.

- Selenocisteina (Se-Cys): Es la forma bioldgica mas activa. Se obtiene a partir de
fuentes animales; puede sintetizarse por parte del organismo mediante la
reprogramacién de la transcripcién del codon UGA del RNA mensajero, siendo

conocida como el aminoacido 21 (en condiciones normales este codon es leido como un
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codon de finalizacion). No se conoce que pueda intercambiarse con la cisteina, con la
que comparte estructura con la excepcion de que sustituye el azufre por selenio. Este
cambio permite una mayor ionizacién, ya que los grupos selenol se ionizan mas que los
tiol en presencia de un pH fisiolégico. Constituye el 80% del selenio que forma parte de

las selenoproteinas y se cataboliza de forma directa, sin constituir un almacén.

Las formas inorganicas Se*® y Se* no contribuyen préacticamente al aporte
diario en condiciones normales; s6lo son importantes como formas de suplementacién
en dietas experimentales o situaciones concretas (pacientes sometidos de forma
exclusiva a nutricion parenteral durante un periodo de tiempo o disfunciones intestinales
severas). El selenuro, sea cual sea su origen, se utiliza para la formacién de

selenofosfato, el precursor de la selenocisteina, y con ello de las selenoproteinas.

La absorcién del selenio se produce de forma fisiologica en el tracto
gastrointestinal, predominantemente en el duodeno. EI 90% de la Se-Met se absorbe por
el mismo mecanismo que la metionina, pero se conoce poco el mecanismo de absorcién
de la Se-Cys. Ambas promueven mayor retencion de selenio en los tejidos corporales
que ingestas equivalentes de selenito o selenato (Underwood, 1977). Tras su absorcién
el selenio circula en plasma mediante la union a diferentes selenoproteinas. La
selenoproteina P contiene 1/3 del Se plasmatico, mientras que la selenoproteina W
contiene 1/6 parte; el resto se encuentra unido de forma no especifica a la albumina,

desde donde se desplaza a los tejidos.

En el caso de los eritrocitos, el selenio unido a la aloumina es desplazado a las
fracciones globulares; en ellos se transporta en gran medida por p-lipoproteinas y por
una fraccion globulinica entre la a; y a, (Underwood, 1977), formando parte de sus
proteinas de por vida. También se incorpora a la mioglobina, el citocromo C, enzimas
musculares (miosina, aldolasa) y nucleoproteinas. En sangre la concentracion de selenio
es mayor dentro de los eritrocitos que en el plasma, con valores de 0,130 £ 0,014 ppm
en sangre y 0,102 + 0,018 ppm de selenio en plasma (Underwood, 1977) en adultos

Sanos.

En tejidos diferentes de los eritrocitos, el selenio es una sustancia labil que se

moviliza rapidamente de forma inicial y posteriormente a menor velocidad. Se
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distribuye principalmente por el higado, rifiones, pancreas y musculos. Atraviesa la
barrera placentaria y se excreta en la leche materna en cantidades proporcionales a la
ingesta, por lo que las cantidades diarias recomendadas en mujeres lactantes son
mayores para la correcta nutricion del recién nacido. Presenta diferentes
concentraciones en los diferentes tejidos. Higado y rifion son las visceras mas ricas en
selenio, con menor concentracion en hueso, musculo y sangre (Underwood, 1977). El
deposito de selenio en estos tejidos mantiene una relacion directa con el nivel
inorganico del mismo en la dieta (hasta dietas de 0,2-0,3 ppm), que puede incrementarse
con dietas algo maés ricas (hasta 0,8 ppm) en higado y rifién, aunque no en los otros

tejidos.

En caso de que exista un exceso de selenio, se procede a su excrecion
principalmente por metabolismo renal, que es el que condiciona su homeostasis y
gastrointestinal, tanto por excrecién fecal como por las secreciones biliar, pancreatica e
intestinal. En algunos casos de intoxicacion extrema puede producirse eliminacion
pulmonar en aire espirado, aunque esta excrecion depende tanto de las cantidades
ingeridas como de los niveles de otros elementos en la dieta, como pueden ser el
arsenico, el talio, el cadmio y el mercurio, no siendo asi en el caso del plomo y el zinc.
En intoxicaciones leves, la eliminacion pulmonar es apenas relevante (Underwood,
1977).

Dado su papel antioxidante, sus necesidades se ven aumentadas en casos de
aumento del estrés oxidativo celular, como pueden ser la patologia vascular, tumoral, la

diabetes, etc.

En el paciente alcoholico, 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, que se relacionan con el prondstico
(Gonzélez-Reimers et al., 2008). En la malnutricion calérico-proteica se han descrito
niveles bajos de selenio (Sempertegui et al., 2003) y también se han encontrado niveles

descendidos en nifios afectos de Kwasiorkor (Underwood, 1997).
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4.5.3.- Funciones bioldgicas del selenio.- El selenio se encuentra en los tejidos unido o

formando parte de proteinas, en sustitucion del azufre y formando seleno-aminoécidos,

siendo la méaxima expresion de ésto la Glutation-Peroxidasa (GPX) (Underwood, 1977).

Al ser constituyente de las selenoproteinas en forma de Se-Cys se producen las
principales funciones bioldgicas del selenio; la Se-Cys se integra en la cadena
polipeptidica principal como un aminodcido mas, sustituyendo a la cisteina y
contribuyendo a favorecer la actividad catalitica (cuando en lugar de una selenocisteina
se coloca una cisteina, se produce una reduccion drastica de la actividad catalitica). La
transcripcion de la Se-Cys no tiene relacion con la concentracion de selenio del
individuo, aunque hay estudios que sugieren que su produccion puede estar inhibida en
situaciones de respuesta de fase aguda, en relacion con las concentraciones de TNF-a,

interferon ¥ e interleukina 1B. Las selenoproteinas mas conocidas son:

- Selenoproteina P: Glicoproteina extracelular abundante de produccién hepética,
con gran potencia antioxidante y de recambio rapido. Contiene més de 12 residuos de
Se-Cys y tras su produccion se libera a la circulacion, contribuyendo a proteger al
endotelio de oxidantes de produccién local. Ademas transporta 1/3 de la cantidad
corporal de selenio; se han descrito hasta 4 isoformas en el plasma murino que

comparten el extremo N-terminal y se ha aislado s6lo en vertebrados.

- Selenoproteina W: Proteina muscular de funcion no conocida, que se expresa en

musculo esquelético y miocardio. Transporta 1/6 parte del selenio del organismo.

- Glutation Peroxidasa (GPX).- Es una enzima catalitica que se encarga de
participar en la reaccion de oxidacion del glutation a glutation disulfuro mediante la
utilizacion de peroxido de hidrégeno utilizando el selenio como cofactor. Se encuentra
de forma amplia en la naturaleza, siendo constituyente celular en multiples organismos
(bacterias, protozoos, vertebrados...). Mediante la GPX el selenio ejerce su funcion
principal y mas importante, la de antioxidante.

La oxidacion rapida de la Se-Cys por los hidroperdxidos contribuye de forma
sustancial en el primer paso catalitico de la reaccion peroxidasa, utilizando el glutation

para reducir los peroxidos lipidicos y protegiendo de este modo las membranas celulares
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de su accion oxidativa. Su actividad antioxidante se lleva a cabo a través de las

siguientes reacciones acopladas:
2 Glutation (2GSH) + H,0, == Glutation disulfuro (GSSG) + 2 H,0O
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*

La funcidn principal de la GPX es proteger el organismo del efecto deletéreo de
los hidroperoxidos que se forman de forma enddgena; la mayor parte de la actividad de
la GPX se produce en el higado y de forma moderada hay actividad en eritrocitos,
musculo cardiaco, pulmones y rifiones. La glutation peroxidasa humana tiene varias

isoformas, con diferentes caracteristicas distintivas:

Glutation peroxidasa 1 (GPX1).- Tiene como funcidn proteger la hemoglobina de
los eritrocitos de una rotura oxidativa. Se constituye como un homotetrdmero, y su

localizacion principal es el citoplasma celular.

Glutation peroxidasa 2 (GPX2).- Tiene como funcién proteger a los mamiferos de
la toxicidad de los hidroperdxidos organicos ingeridos en la dieta. Se constituye como
un homotetramero de localizacion citoplasmatica y nuclear, y se expresa sobre todo en
el higado y el tracto intestinal (sobre todo en las células de Paneth del intestino delgado,

influyendo en la inmunidad a nivel de la mucosa)

Glutation peroxidasa 3 (GPX3).- Su funcién es proteger a las células y las
enzimas del dafio oxidativo, catalizando la reduccion del peroxido de hidrogeno por el
glutation. Se constituye como un homotetramero secretado en el plasma, siendo una
enzima citosGlica presente en higado, corazon, génadas, plasma, suero y liquido

cefalorraquideo.

Glutation peroxidasa 4 (GPX4).- Es un fosfolipido hidroperoxidasa que protege
las membranas celulares del dafio oxidativo al producir la reduccion de los
hidroperdéxidos de fosfolipidos y colesterol a sus alcoholes correspondientes. Se
encuentra en citoplasma, nucleo y mitocondrias. Su pérdida de actividad se ha asociado
con infertilidad masculina, arterioesclerosis, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de

Parkinson.
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Glutation peroxidasa 5 (GPX5).- Tiene una funcion similar a la GPXS3,
constituyendo un sistema de proteccion contra el dafio de los perdxidos en los lipidos de
membrana. Se secreta en el epididimo y posee una cisteina en el lugar de una

selenocisteina, confiriéndole una actividad menor.
Glutation peroxidasa 6 (GPX6).- Se expresa en el epitelio olfativo.

Glutation peroxidasa 7 (GPX7).- Se encuentra en el citoplasma; de morfologia
monomeérica se postula su utilidad para mejorar el estrés oxidativo en el cancer de mama

en relacion con la ingesta de acidos grasos en la dieta.

Se encuentran en estudio otras probables isoformas, como la glutation peroxidasa

8, cuyo papel no esta definido por el momento.

El selenio es un componente esencial de la GPX; la actividad de esta enzima
depende del selenio de tal forma que ante la disminucion extrema de la concentracion de

este elemento, su actividad catalitica queda practicamente anulada (Underwood, 1977).

- Tioreduxin reductasa: De funcién principalmente inmunoldgica, tiene tres
isoformas y colabora en procesos tan diversos como la reduccion de ribonucleétidos o la

regulacién redox de las sefiales de citocinas.

- lodotironina desyodasa: cataliza la desiodacién de la tiroxina (T4) y otras
iodotironinas, regulando la sintesis y degradacion de las hormonas tiroideas.

4.5.4.- Toxicidad por selenio.- La ingesta diaria maxima tolerable se considera de 400

pg/dia. (MacFarguhar et al., 2010). Se han descrito sintomas de toxicidad tanto en
animales como en seres humanos en zonas con una edafologia abundante en selenio,
produciéndose el blind staggers disease, que consiste en alteraciones de la vision,
pérdida del apetito y alteraciones de la marcha (deambulacion en circulos). Se evidencia
tras un periodo breve de ingesta diaria muy elevada, que si persiste puede producir
paralisis de la lengua, de mecanismos deglutorios y depresion respiratoria con la muerte
consecuente. (Casals-Mercadal et al., 2005). En casos de concentraciones menos
elevadas pero mantenidas en el tiempo se puede desarrollar Selenosis, una entidad
consistente en fragilidad y pérdida de pelo y ufias, con afectacién gastrointestinal,

lesiones cutaneas, caida de los dientes y afectacion del sistema nervioso. La toxicidad



Efectos del selenio sobre las alteraciones hepaticas 64
inducidas por alcohol y malnutricién proteica.

aguda se caracteriza por nduseas, vomitos, diarrea, pérdida de pelo, cambios ungueales,
acidosis metabolica, irritabilidad, fatiga, neuropatia periférica y fetor a ajo (por
exhalacion de dimetil selenio, un metabolito intermedio en la excrecion del exceso de

selenio)

455.- Selenio y enfermedad.- En relacién con el déficit crénico de selenio, se han

descrito dos enfermedades principalmente: la Enfermedad de Keshan, que es una
miocardiopatia endémica descrita en Keshan (China) en 1935 en relacion con cofactores
tales como la infeccion por Coxsackie (Rayman, M., 2000), y la Enfermedad de Kashin-
Beck, una osteoartritis endémica en adolescentes y preadolescentes (Rayman, M.,
2000).

Déficits parciales de selenio se han relacionado con la etiologia de multiples
enfermedades, aunque en varios casos se ha demostrado que dicho déficit puede ser
consecuencia de la propia enfermedad, al tiempo que contribuye a exacerbarla
(Rayman, M., 2000). Ademas se ha demostrado relacion del selenio con los siguientes

procesos patoldgicos:

- Inmunologia.- Mdltiples estudios sufieren que el déficit de selenio se asocia con
pérdida de inmunocompetencia. La suplementacion de la dieta con selenio, incluso en
casos de contenido corporal de selenio adecuado, tiene efectos inmunoestimulantes, con
mejor proliferacion de células T activadas (expansion clonal), y también mejor
regulacién de la expresion del receptor para IL-2 en la superficie de linfocitos activados
y células NK (Rayman, M., 2000)

- Infecciones: El selenio es un potente inhibidor de la replicacion del VIH in vitro,
siendo su concentracion plasmatica predictor de la progresiond e la infeccion por VIH,
al disminuir de forma paralela a los linfocitos CD4 (Look et al., 1997). Ademas parece
proteger contra la progresién a carcinoma en individuos VHB y VHC positivos (Yu et
al., 1999)

- Reproduccion: el selenio es preciso para la biosintesis de testosterona y para la

formacion y normal desarrollo de los espermatozoides
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- Estado de &nimo: varios estudios relacionan la deprivacion de selenio con animo
deprimido y comportamiento hostil. También se ha descrito que la suplementacion de
selenio disminuye la ansiedad y la depresion (Finley, J.W; Penland, J.G., 1998)

- Funcidn tiroidea: se produce una exacerbacion del hipotiroidismo al sumar un

déficit de yodo al déficit de selenio (Rayman, M., 2000)

- Enfermedad cardiovascular: Varios estudios muestrasn concentraciones de
selenio significativamente bajas en pacientes con cardiopatias de diversas etiologias, no

se sabe si como causa 0 como consecuencia (Guo et al., 2012, Alissa et al., 2003)

- Céancer: Se ha relacionado déficit relativo de selenio con la posibilidad de
desarrollar cancer de préstata (Klein EA et al., 2011), con la mortalidad del carcinoma
renal (Drewniak et al., 2012), con el riesgo de cancer colorrectal y con el riesgo de
melanoma (Vinceti et al., 2012), siendo en este momento un campo muy activo de la
investigacion oncologica, incluido su uso como prevencion de toxicidades por

quimioterapia.
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Hemos visto por lo tanto la importancia de la lesion oxidante en la génesis de la
hepatopatia etilica y el papel relevante que puede jugar el déficit de selenio en la misma.
También hemos esbozado que las lesiones iniciales de la hepatopatia alcoholica
consisten en el balonamiento hepatocitario y esteatosis hepatica constituyendo los
primeros eslabones en la cadena que conduce a la fibrosis y cirrosis hepatica. Hemos
sefialado también que la administracion de alcohol como parte de una dieta liquida
ayuda a discernir en modelos experimentales las lesiones hepaticas precoces,
permitiendo valorar también el efecto de la malnutricion proteica sobre estas

alteraciones. Por todo ello hemos planteado el este trabajo con los siguientes objetivos:

1.- Analizar los efectos de la suplementacion con selenio sobre los cambios
morfoldgicos precoces de la hepatopatia etilica, utilizando para ello un modelo murino

alimentado segun la pauta de Lieber-DeCarli.

2.- Analizar las alteraciones que tanto alcohol como malnutricion producen sobre
la actividad antioxidante hepatica (valorada como actividad de la Glutation Peroxidasa)

y peroxidacion lipidica (valorada por los niveles hepaticos de Malonildialdehido)

3.- Analizar el efecto de la suplementacion con selenio sobre la actividad

antioxidante y peroxidacion lipidica

4.- Analizar los efectos del selenio sobre el metabolismo y distribucién corporal
(niveles séricos, hepaticos, musculares y urinarios) de zinc, cobre, manganeso y hierro,

involucrados también en la lesién oxidativa.



[V. MATERIAL Y METODOS



Material y Métodos. 73

1. POBLACION A ESTUDIO

1.1.- Animales.- Se realiza el estudio utilizando ratas macho tipo Sprague-Dawley
organizadas en grupos de diez animales para conformar grupos experimentales, que se

complementan con un grupo de ratas alimentadas con dieta control ad libitum.

Las ratas se alimentaron de forma neutra con pienso estandar y agua hasta
alcanzar un peso de inicio en torno a los 300 gramos. Al llegar a dicho peso fueron

incluidas y distribuidas de forma aleatoria entre los distintos grupos de estudio.

Se establecieron 8 grupos experimentales segun el tipo de dieta que iban a recibir,

asi como el grupo ad libitum (jError! No se encuentra el origen de la referencia.)

Grupol Control (Ctrl) Los animales se distribuyeron en
Grupo 2 | Hipoproteico (HP)

Grupo3 | Alcohol (OH) jaulas de metacrilato de forma

Grupo 4 | Alcohol-Hipoproteico (OHHP) individual, cubiertas con rejas de acero
Grupo 5 | Control-Selenio (Ctrl-Se) . . . i .
Grupo 6 | HipoproteicoSelenio (HP-Se) inoxidable; se incluyd en las mismas

Grupo 7 | Alcohol-Selenio (OH-Se)
Grupo 8 | Alcohol-Hipoproteico-Selenio (OHHP-Se)
Grupo 9 | ad libitum (Adlib) para establecer un ambiente

Tabla 2: grupos experimentales.

una base de viruta de madera tratada

confortable, que se completé mediante
ciclos circadianos de luz-oscuridad de 12 horas de duracion, con una temperatura

ambiente estable y constante de 24 + 2°C.

Se establecieron los 9 grupos previamente referidos, con una composicion de 10

ratas cada uno, a excepcion del grupo ad libitum, compuesto por 6 ejemplares.

Se realizaron ciclos de alimentacion de 4 semanas, para proceder posteriormente

al sacrificio y la recogida de muestras.

1.2.- Alimentacion.- Se alimentd a los animales desde el momento de inclusion
en el estudio con dieta liquida preparada segun el modelo experimental de Lieber-

DeCarli (Dyets Inc., Bethlehem, Pennsylvania).

Los animales se distribuyeron en diferentes grupos segun su alimentacion:
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- Dieta Control, con un contenido del 18% del total en forma de proteinas, con la

que se alimento al grupo Ctrl.

- Dieta Hipoproteica, con un 2% del total en forma de proteinas con la que se
alimentd al grupo HP.

Dichas dietas se suplementaron con

Grupos Prot. Lip. CH Se OH
alcohol etilico al 95%, en una cantidad de (%) (%) (%) (me/l) 36%
1 (Ctrl) 18 35 47 0 No
5 g/dl, constituyendo el 36% del aporte 2 (HP) 2 35 63 0 No
caldrico de la dieta suplementada; de este 3(0H) 1835 4 0 S',
4 (OHHP) 2 35 63 0 i
modo se establecieron dos nuevos grupos 5 (Ctrl-Se) 18 35 47 2,425 No
: - . 6 (HP-Se) 2 35 63 2425 No
con dieta alcoholica (grupo OH) y dieta 7 (OH-se) 18 35 47 2425 i
alcohdlica hipoproteica (grupo OHHP). 8(OHHPSe) 2 35 63 2425 S
9Ad Libitum 18 35 47 0 No

Asimismo se establecieron 4 grupos Tabla 3: Caracteristicas nutricionales de la dieta
de los grupos de estudio. Porcentajes de Kcal.
homologos, con dietas similares que se
suplementaron disolviendo selenio en forma de selenometionina, con una dosis de 1

mg/Kg de peso (grupos Ctrl-Se, OH-Se, OHHP-Se, HP-Se; Tabla 3).

Se procedio a la alimentacién de los animales segin un proceso de pair feeding,
ajustando la cantidad ingerida cada 24-36 horas al individuo con menor ingesta,
permitiendo de este modo que la cantidad calérica de la ingestas fuera similar, haciendo
los grupos mas homogéneos. En el caso del grupo 9, o grupo ad libitum, se alimenté con
dieta control a demanda.

Tanto la dieta como la sal de selenio se conservaron a una temperatura de 4°C. La
dieta se prepar0 de forma semanal, siguiendo las indicaciones de la empresa
distribuidora de la misma (Dyets Inc. 1993/1994 Catalog). Se prepard6 mediante la

adicion de agua ultrapura segun el Sistema de deionizacion Milli-Q OM-140.

Cada litro de las distintas dietas se realizé de la siguiente manera, de forma que
todas las dietas proveyeran 1 Kcal/mL, ajustadas con los aportes de alcohol (Lieber et
al., 1989):

- Dieta control: Se disolvieron 221,78 g de dieta en polvo en agua Milli-Q hasta
alcanzar un litro.
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- Dieta hipoproteica: Se disolvieron 224,77 g de dieta en polvo en agua Milli-Q

hasta alcanzar un litro.

- Dieta alcohdlica: Se disolvieron 138,18 g de dieta en polvo con 67 cc de alcohol

ultrapuro al 95% y agua Milli-Q hasta alcanzar un litro.

- Dieta alcohdlica hipoproteica: Se disolvieron 133,87 g de dieta en polvo, con 67
cc de alcohol ultrapuro al 95%.

Componentes de la cT HP Para las dietas de los animales tratados
dieta (g/L/1000 Kcal . I . )

o a,(g/ / cal) con selenio, se afladio selenometionina a razon
Caseina 41,4 4,6
L-cisteina 0,5 0,06  de 6 mg por litro, con una correspondencia a
DL- metionina 0,3 0,03 . .
Aceite de maiz 8,5 8,5 2,4 mg de selenio puro (2,4 ppm de selenio
Aceite de oliva 28,4 28,4 . . ~ sz

. elemento). Dicha cantidad se afiadié de forma

Aceite de alazo 2,7 2,7
Dextrina de maltosa 256 648  complementaria a la ya presente en la dieta de
Fibra (celulosa) 10 10 ) ) )
Minerales 8,75 8,75 Lieber-DeCarli (Tablas 3, pagina 74; Tabla 4 y
Bitrato de colina 0,53 0,53

Tabla 5), asegurando una ingesta diaria media

Tabla 4: Composiciéon de la dieta liquida

Lieber-DeCarli (Dyets Inc.). en nuestros animales de 120-140 pg al dia,
siendo esta dosis similar a la empleada por

otros investigadores en modelos experimentales con selenio a altas dosis (Sieber et al.,

2009 utiliza 100 ug de selenio o Ip, 1986, que utiliza dietas que contienen 2-4 ppm de

selenometionina).

Minerales y Oligoelementos ug/1 Kcal Vitaminas pg/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 célcico 4
Yodo 0,05 Vitamina A(Ul) 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 5: Composicion en minerales, oligoelementos y vitaminas (Dyets Inc.).
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A pesar de todas estas precauciones hubo diferencias en la ingesta total de

nuestros animales (F=7,47; p<0,001; Tabla 6), habiéndose observado que las ratas

alcohdlicas hipoproteicas que

recibieron una dieta suplementada con selenio

presentaron menores ingestas en comparacion con las ratas control, que fueron las que

consumieron una mayor cantidad.

Grupo
1(cT)

2 (HP)

3 (OH)

4 (OHHP)

5 (CT-Se)

6 (HP-Se)

7 (OH-Se)

8 (OHHP-Se)
F;p
Diferencias entre grupos (SNK)

Efectos principales
OH
HP
Se
Interaccion triple
9 (AL)
Diferencias 1-9

Peso inicial (g)

318,7 £ 15,8
317,3 £ 19,2
318,0 +£ 17,9
323,3 £ 18,5
309,7 £ 24,0
301,0 £ 84
302,0 £ 15,9
304,0 =+ 10,6
NS

306,8 + 12,2
NS

Peso Final (g)
285,6 + 43,3
278,4 £ 32,8
272,0t 21,0
232,9+ 28,0
254,6 + 34,9
215,6 + 18,5
210,3+ 32,4
227,9+ 9,5
F=7,47; p<0,001
1-3vs. 4, 6-8;
S5vs.7

F=8,67; p=0,005
F=4,77; p=0,034
F=26,9; p<0,001
F=8,16; p=0,006
339,6 + 27,9
T=2,5; p=0,032

Ingesta (Kcal/d)
54,3+ 3,1
51,4+ 1,5

49,4 + 3,7
51,7t 4,3
49,0+ 1,1
49,7+ 1,5

49,6 + 3,2
46,8+ 1,2
F=5,62; p<0,001
1vs. 3,5-8;
2,4vs. 8

F=6,4; p=0,014
NS

F=18,1; p<0,001
F=10,3; p=0,002
90,2+ 7,9
T=12,3; p<0,001

Tabla 6: Promedio de peso y desviacion 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.

Tanto el alcohol como el tratamiento con selenio ejercieron un efecto

independiente en la cantidad de ingestas de nuestros animales.

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

del Animal de Experimentacion de La Universidad de La Laguna.

1.3_Sacrificio: Tras un periodo de 4 semanas de alimentacion segun la dieta

correspondiente los animales fueron trasladados a jaulas metabdlicas durante las 24

horas previas al sacrificio, obteniendose de este modo la orina excretada durante ese

periodo, para poder realizar un analisis de la misma.
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Los animales fueron scrificados mediante la inyeccion intraperitoneal de 1.5 mL
de solucion de Hidrato de Cloral en una concentracion de 160 mg/dl (una dosis de 240
mg en cada inyeccion), siendo el doble de la dosis anestésica y encontrandose dentro del

rango de dosis letal.

1.4. Recogida de muestras.- Tras el sacrificio se tomaron muestras de higado y

sangre.

La sangre se recogiéo mediante puncion directa intracardiaca tras la administracion
del Hidrato de Cloral, mientras el corazon permanecia latiendo. Dicha sangre fue
centrifugada durante 5 minutos a 3500 rpm, obteniéndose de este modo suero para la
determinacion de parametros bioquimicos y hormonales. Se conservé dicho suero a una

Temperatura de -80°C.

El higado se recogié mediante extraccion directa de parénquima hepatico tras una
laparotomia media; se extrajeron tres porciones. La primera se conservé en un
congelador a -80°C distribuida en tubos Eppendorf para andlisis enzimatico, la otras dos
porciones se conservaron en formol al 10%. Se conservaron dichas muestras en nevera a
una temperatura de 4°C hasta su procesamiento posterior, una para cuantificacion de

oligoelementos, y la otra para el estudio histolégico.

La orina recogida en la jaula metabolica se conservd en nevera a 4°C hasta su

procesamiento posterior.

2. ESTUDIO DE LA SANGRE

2.1.- Determinaciones Seroldgicas.-

2.1.1.- Determinacion de selenio.- El suero obtenido mediante centrifugacion se
diluyé con una disolucion de Triton-X 0,1% (Fluka y Sigma-Aldrich, p.a.) en
disoluciones apropiadas segun la cantidad de muestra disponible y la concentracion de

selenio estimada por otros trabajos (Odabasi et al., 2008; Huang et al., 1999).
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Para la calibracion del espectofotdmetro de absorcién atomica se utilizé una
disolucion patron de selenio, asi como el material de referencia Seronorm® Trace
Elements Serum L-1 (Sero AS, Billingstad, Norway). Se procedié a la determinacion de

la concentracion de selenio siguiendo la metodologia analitica recomendada.

2.1.2.- Otras Determinaciones.-

-Albumina: Determinada mediante técnica colorimétrica con kit de Roche®, que
presenta una sensibilidad analitica de 0,2 g/dI.

-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/dl.

-Magnesio: Determinado por fotometria con test colorimétrico, con método de
punto final usando el kit de Roche Diagnostics®, con una sensibilidad de 0,03

mmol/dl.

-Fosforo: 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: Determinada por fotometria con 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.

3. ESTUDIO DEL HIGADO

3.1.- Estudio Histologico.- Una de las muestras de tejido hepéatico conservadas en

formol al 10% fue introducida en parafina, realizandose posteriormente cortes seriados
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de 5 micras con un microtomo Reichert-jung 1130 Biocut. Se tifieron dichas muestras
segun dos técnicas, Hematoxilina-Eosina y Tricromico de Masson.

* Hematoxilina-Eosina: Para la realizacion de la misma se precisa de:

A.1) Hematoxilina de Harris

Solucion A:

Hematoxilina en polvo..........c.cccooevveveiicinenne. 5g¢.
Alcohol absoluto..........cccccevvviinieiiiie 50 mL.
Solucion B:

Alumbre potasico cristalizado...................... 100 g.
Agua destilada............ccooveviiiiiiece, 800 mL.

Veinticuatro horas después de haber preparado las soluciones se afiaden 2,5 g. de
oxido de mercurio rojo; se mantiene la mezcla en ebullicion durante 20 minutos y se

introduce posteriormente en un matraz aforado que se sumerge en agua fria.

A.2) Eosina

EOSING....ccviiiiiiiicecce e 290
Agua destilada.............cccooveviieiiiiiiiece 160 mL.
Alcohol al 95%.........cccevveiieiiiieciee e 640 mL.
ACIO ACALICO.......cvvecveeeeeeeee e 10 gotas.

Una vez obtenidas ambas soluciones se realizan los siguientes pasos:

1.- Se desparafina la muestra con dos pases de Xilol de 10 minutos de duracion

cada uno.

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

alcohol de 96° y alcohol absoluto.

3.- Se lava con agua corriente durante 2 minutos.
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4.- Se tifie la muestra con Hematoxilina de Harris durante 3 minutos.
5.- Se lava con agua durante 5 minutos.
6.- Se tifie con Eosina durante tres minutos.

7.- Se realizan tres pases rapidos con alcohol de 90°, alcohol de 96° y alcohol

absoluto sin lavar previamente la muestra.
8.- Se aclara con carboxilol.
9.- Se hacen dos nuevos pases por xilol.
10.- Se realiza el montaje en un Kit.
* Tricromico de Masson: Para la realizacion de la misma se precisa de:

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

Acido picrico saturado en solucién acuosa............ 750 mL.
FOrmol @l 37%0.....ccovvviiiiiiiieeeeee e 250 mL.
Acido acético glacial............c.cccoeveveeieeeeeesere. 50 mL.

B) Solucién de hematoxilina de Weigert:

Solucién A:

Cristales de hematoxilina............c.cccooveevieiinenieenn, 1g.
Alcohol de 95°........ccoevviiiiieiiecee e 100 mL.
Solucién B:

Cloruro férrico al 29%..........ccccvvvvvviivnieerieriennn, 4 mL.
Agua destilada..........ccooeiiiiiiiiiiis 95 mL.
Acido clorhidrico concentrado.............cc.ccovun.ce. 1 mL.

Se mezcla la solucién A con la solucion B a partes iguales para obtener la

solucion de trabajo.

C) Fucsina 4cida de Biebrich:
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Biebrich Scarlet acuosa al 1%..........ccccccvvveecvveeeneenn, 90 mL.
Acido fucsinico acuoso al 1%........cocoeveeveveeeveeennn. 10 mL.
Acido acético glacial ..........c.coeevvevevreiieeesieees 1 mL.

D) Solucién de &cido fosfomolibdico- acido fosfotungstico:

Acido fosfomolibdico ..........ccccvcuveevieeeieececece e 5 0.
ACido fOSFOLUNGSLICO ......vevevveeeeeeeceese e 5g.
Agua destilada............cccoeviiiiieiiie 200 mL.

E) Solucién de azul de anilina:

Azul de anilina .........ccoevveiiciiiec e 2590.
Acido acético glacial ..........cccvvevevereeieeesieeeeeeee 2 mL.
Agua destilada ...........ccooviiiiiiii, 100 mL.

Una vez obtenidas ambas soluciones se realizan los siguientes pasos:

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

2.- Se tifie con hematoxilina férrica durante 5 minutos.

3.- Se lava con agua corriente durante 10 minutos, hasta que el agua salga clara.
4.- Se realiza un lavado en Ponceau de xilidina durante 45 minutos.

5.- Se realiza un lavado rapido en acido acetico al 1%.

6.- Se realiza un lavado rapido en agua destilada.

7.- Se realiza la diferenciacion en &cido fosfotingstico-Orange G durante 10

minutos.
8.- Se realiza un nuevo lavado rapido en &cido acético al 1%.
9.- Se realiza un lavado rapido en agua destilada.

10.- Se afiade Verde luz al 2% durante 15 minutos.
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11.- Se realiza un lavado rapido en &cido acético al 1%.
12.- Se realiza un lavado répido con agua destilada.
13.- Se deshidrata la muestra y se vuelve a montar en un Kit para su observacion.

A continuacién se procede al estudio histolégico mediante microscopio éptico
Leica y al andlisis posterior semiautomatizado mediante el programa de andlisis de
imagen Leica Qwin para medicion de éareas, determindndose el area nuclear, la
superficie hepatocitaria, el area de grasa en las muestras tefiidas con Hematoxilina-
Eosina y el porcentaje de fibrosis en las muestras tefiidas con Tricrémico de Masson,

tanto en los espacios pericentrales como en los periportales de cada individuo.

3.2.- Determinaciones enzimaticas.- Se realiz6 la determinacion de la actividad
de la glutation peroxidasa (GPX), de la superéxidodismutasa (SOD) y de productos de
la peroxidacion lipidica (Malonilaldehido -MDA-) a partir de las muestras de tejido

hepatico conservadas a -80° C.

Las muestras congeladas se lavaron con solucion de cloruro sodico al 0,9% y
heparina y/o EDTA; se secaron con papel absorbente y se pesaron; se procesaron para

determinar la actividad de:

- Malonildialdehido (MDA): se determina mediante el kit de Calbiochem® (San
Diego, California, USA) con una absorbancia a una longitud de onda de 586 nm

en el espectrofotomero ultravioleta.

- Glutationperoxidasa (GPX): se utiliza el Kit de Calbiochem® (San Diego,

California, USA) para medirla de forma indirecta usando la oxidacién de NADPH

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

3.3.- Determinaciones de oligoelementos.- Se estudid el contenido en higado de
selenio, zinc, cobre, manganeso y hierro. Para ello las muestras de higado conservadas

en formol al 10% a 4°C se sometieron al siguiente proceso:

1.- Se procede al pesado de la muestra y posterior desecacion en estufa a 100°C

hasta constancia en peso durante al menos 24 horas.
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2.- Se realiza una nueva tara de la muestra seca situdndola en un vaso de teflén
PTFE (TFM-HPV100), en una balanza analitica de 0,1 mg de precision

previamente calibrada.

3.- Se realiza la disolucion de la muestra mediante un sistema de digestion por
microondas: en vaso de teflon PTFE conteniendo la muestra se adicionaron 7 mL
de &cido nitrico al 65% (Fluka puriss. p.a. plus) calidad suprapur, y se procede a
introducir los vasos sellados en un sistema de digestibn 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 higado recomendado en el manual de aplicaciones de Milestone (Milestone
Inc., CT, USA).

4.- Una vez disuelta la muestra se trasvasa el contenido de la disolucion 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).

Se conservaron dichas muestras a 4°C hasta el analisis ulterior, que se realizd

mediante espectrofotometria de absorcion atomica.

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

Para la correcta realizacion de dicha cuantificacion fue necesaria la calibracién de
los espectrofotdbmetros: se prepararon las disoluciones patrén correspondientes a

diferentes concentraciones del elemento quimico a estudio mediante disoluciones
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estandar certificadas de 1000 ppm. (Fluka y Sigma-Aldrich, disoluciones certificadas

para espectrofotometria de absorcion atémica).

En la cuantificacion mediante camara de grafito fue necesario el uso de los
programas de control tiempo-temperatura y los modificadores de atomizacion (Sigma-
Aldrich y Merck, calidad pro.analysis) recomendados en la metodologia del manual de

aplicaciones (Varian, Mulgrave, Victoria, Australia).

Se procedié a la optimizacion del método analitico especifico adaptado a la
naturaleza de la matriz de la muestra y a la concentracién de analito en la muestra
original. En términos generales zinc, cobre y hierro fueron medidos con la técnica de
espectrofotometria de absorcion atomica con atomizacion por llama aire-acetileno
mediante el andlisis de una dilucion de la disolucion obtenida, mientras que manganeso
y selenio lo fueron en un sistema de atomizacion electrotermal en cdmara de grafito
mediante el analisis directo de dicha disolucién. Los limites de deteccion en esta técnica

para los oligoelementos estudiados fueron los siguientes:

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 14 pg | 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 7: Limites de deteccidn segun técnica y elemento traza.

4. DETERMINACIONES EN ORINA

Se realiz6 la determinacion de calcio, fosforo, magnesio y creatinina, mediante las
mismas tecnicas Yy Kits utilizados para las muestras de sangre, realizandose detecciones
con limites inferiores (con mayor sensibilidad) para el fésforo (5,0 mg/dl) vy la

creatinina (0,3 mg/dl).

5. ANALISIS ESTADISTICO

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

variables era 0 no paramétrica.



Material y Métodos. 85

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

cuestion.

Se realiz6 un Andlisis de Varianza de dos vias para evaluar la influencia de
alcohol, malnutricion 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

distribucion no paramétrica.

Para evaluar los efectos combinados y relativos de alcohol, malnutricion proteica
(dieta hipoproteica) y selenio sobre los diversos parametros analizados y las posibles
interacciones entre los tres factores sefialados, utilizamos el modelo lineal general

univariante (SPSS), es decir, el analisis de varianza de dos vias.

Toda la estadistica fue realizada utilizando el SPSS.20.
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1. PARAMETROS NUTRICIONALES

1.1.- Ingesta y peso.- Los animales incluidos en el analisis final presentaban un
peso similar en el momento de la inclusion en el estudio en los 8 grupos. A pesar de una
estrategia de pair feeding cuidadosa se encontraron diferencias significativas en relacion
con la ingesta media diaria, siendo las ratas control las que presentaron mayores

ingestas en comparacion con el resto de grupos.

El aporte de alcohol y el aporte de selenio mostraron un efecto independiente en
la cuantia de las ingestas, existiendo una interaccion significativa entre los tres

parametros, como puede verse en la tabla 8:

Grupo Peso inicial (g) Peso Final (g)  Vari. peso (g) Ing. (Kcal/d) Album. (g/dl)
1(CT) 318,7 £ 15,8 285,6 £ 43,3 -32,1+ 32,4 54,3+ 3,1 4,02 +0,37
2 (HP) 317,3 + 19,2 278,4+ 32,8 -44,4 + 16,5 51,4+ 1,5 3,26 £0,28
3 (OH) 318,0 + 17,9 272,0+ 21,0 -46,3+ 22,9 49,4+ 3,7 3,74+0,30
4 (OHHP) 323,3 + 18,5 232,9+ 28,0 -92,3+ 24,7 51,7+ 4,3 3,21+0,23
5 (CT-Se) 309,7 + 24,0 254,6 + 34,9 -55,1+ 26,6 490+ 1,1 4,38+ 0,30
6 (HP-Se) 301,0 + 84 215,6 + 18,5 -85,4+ 19,1 49,7+ 1,5 3,36 £0,22
7 (OH-Se) 302,0 + 15,9 210,3+ 32,4 -91,8+ 38,5 49,6 + 3,2 3,94+0,43
8 (OHHP-Se) 304,0 + 10,6 2279+ 9,5 -76,1+ 11,0 46,8+ 1,2 3,00 £0,06
F; p NS 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, 1y5vs.2,4,6
entre grupos S5vs.7 2y3vs.4,6y7 2,4vs.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; NS F=46,84;
p=0,034 p=0,01 p<0,001
Se F=26,9; F=11,59; F=18,1; NS
p<0,001 p=0,001 p<0,001
Interaccion triple F=8,16; F=8,44; F=10,3; NS
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 8: Resumen de promedios y desviacidon estandar, por grupos, de: peso al inicio y al final del
tratamiento, variacion del mismo a lo largo del experimento; ingesta caldrica y albdimina sérica.
Acronimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico;
AL — ad libitum; Se — grupo tratado con selenio. Otros acronimos: NS — no significativo; SNK — Test de
Student-Newman-Keuls.

Al corregir la ingesta media utilizando la pérdida de peso que experimentaron

los animales durante el estudio, se aprecia que no hay diferencias significativas entre los
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grupos. Llama la atencion que algunos animales del grupo control presentaron una
ganancia de peso, produciendo que el cociente ingesta/variacion de peso tenga valores
positivos en este grupo en comparacion con el resto de grupos, que presentan un

cociente negativo.

De forma general los sujetos del estudio presentaron una perdida progresiva de
peso a lo largo del tiempo de observacidon; dichas diferencias de peso entre la inclusion
y la finalizacion del estudio fueron significativas para todos los grupos. Realizando un
analisis de T apareada destaca el grupo de ratas OH con dieta HP, tanto con (T=19,55;
p<0,001 —grupo 8-) como sin adicion de selenio (T=9,89; p<0,001 —grupo4-), asi como
el grupo hipoproteico tratado con selenio (T=12,66; p<0,001 -grupo 6-)

De este modo podemos observar que los tres factores estudiados (OH, HP y Se)
ejercen un efecto independiente en la pérdida de peso, sin existir interacciones dobles al
considerar los factores por parejas. Si existe interaccion entre los tres parametros al
evaluarlos conjuntamente. Se apreciaron diferencias significativas en la variacién de

peso entre los ocho grupos (Tabla 8 en pagina 89).

Segun lo previsto, los animales alimentados ad libitum presentaron una ganancia
significativa de peso (32,8 + 16,4 g), frente a los animales del grupo control (T=4,1;
p=0,002).

1.2.- Albumina sérica.- La albumina fue significativamente superior en el grupo
control, independientemente de la administracion o no de selenio (grupos 1 y 5). Se
hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control, que fueron
diferentes del resto. Se observé un descenso significativo en aquellos animales
alcohdlicos alimentados con dieta hipoproteica (grupos 4 y 8), sobre todo en el grupo
suplementado con selenio (grupo 8). El grupo 8 (OHHP-Se) mostrd niveles de albumina

significativamente inferiores al resto de los grupos (Tabla 8, pagina 89).

Mediante el anélisis de varianza de dos vias se comprob6 nuevamente que tanto
el alcohol como la dieta hipoproteica producian un descenso en los niveles de albumina
de forma significativa. No se hallaron interacciones significativas ni entre ambos

factores ni con el selenio.
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No hallamos diferencias significativas entre los niveles de albumina del grupo
control respecto al grupo ad libitum (T=0,33; p=0,75).

2. ARQUITECTURA HEPATICA

2.1.- Superficie hepatocitaria.- Al analizar la superficie hepatocitaria total se
observo que las ratas alimentadas con dieta alcohdlica hipoproteica (grupos 4 y 8)

presentaban un &rea hepatocitaria mayor que el resto de los grupos (Tabla 9, Figura 9).

Grupo Superficie Superficie Superficie
hepatocitaria Hepatocitaria Hepatocitaria
total (p.mz) Periportal (p.mz) Pericentral (p.mz)

1(CT) 174,51 + 37,29 166,99 + 39,51 182,08 + 37,67

2 (HP) 171,45 + 30,47 179,67 + 30,92 161,39 + 30,00

3 (OH) 171,99 + 30,27 168,59 + 40,94 175,39 + 23,46

4 (OHHP) 233,36 + 120,95 170,79 + 50,82 184,15 + 42,01

5 (CT-Se) 150,46 + 22,69 145,44 + 33,57 155,48 + 23,57

6 (HP-Se) 156,64 + 21,41 153,23 + 21,18 160,01 + 24,38

7 (OH-Se) 121,61 + 32,72 113,52 + 39,21 129,69 + 26,67

8 (OHHP-Se) 157,83 + 20,35 152,45 + 23,32 163,22 + 25,03

F;p F=3,316; p=0,005 F=2,704; p=0,018 F=2,735; p=0,016

Diferencias entre grupos (SNK) 1-3y5-8vs. 4 1-4vs. 7 1,3y4vs. 7

Efectos principales HP F=5,27; p=0,026 NS NS

Se F=12,68; p=0,001 F=10,47; p=0,002 F=7,56; p=0,008
Interaccion doble OH-HP F=4,41; p=0,04 NS NS
Interaccion doble OH-Se F=4,45; p=0,039 NS NS

Tabla 9: Valores promedio y desviacidon estandar por grupos de la superficie hepatica (umz) total,
periportal y pericentral. Acrénimos: Grupos: CT control; HP hipoproteico; OH alcohdlico; OHHP
alcohdlico hipoproteico; -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.

Superficie Hepatocitaria Total por Grupos I

La adicion de selenio 400
provoco en todos los grupos
supementados un descenso

de la superficie hepatocitaria

Superficie Hepatocitaria Total (u2)

total; de este modo, de los

7 - % o) Q
parametros analizados, el A
selenio es el que ejerce un Grupe

Error Bars: 95.% CI
efecto més potente de forma
independiente (|::12 68: Figura 9: Superficie hepatocitaria total por grupos.
Acréonimos: Grupos: CT control; HP hipoproteico; OH

p<0,001, Figura 9), se alcohélico; OHHP alcohdlico hipoproteico; -Se grupo

tratado con selenio.



Efectos del selenio sobre las alteraciones hepaticas 92
inducidas por alcohol y malnutricion proteica.

aprecia también un efecto de la dieta hipoproteica (F=5,27; p=0,026). Existe una

interaccion positiva entre el alcohol y la dieta hipoproteica, asi como entre el alcohol y

el selenio.

En el caso de la superficie
hepatocitaria pericentral, el selenio
tiene un efecto independiente en dicho
parametro (F=7,56; p=0,008); al
analizar la superficie hepatocitaria
periportal, también apreciamos un
efecto notorio (F=10,47; p=0,002). De
este modo el selenio sérico es el Unico
factor con efecto significativo
estadisticamente, tanto sobre la
superficie hepatocitaria pericentral

como sobre la periportal, inhibiendo el

Efecto del Se sobre la Sup. Hepatocitaria Total
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Figura 10: Efecto del selenio sobre la superficie
hepatocitaria total (p.mz).

balonamiento hepatocitario (Figura 9, pagina 91 y Figura 10).

Al intentar relacionar la actividad antioxidante con la superficie hepatocitaria

encontramos una correlacion
significativa entre los niveles de
selenio hepaticos y la superficie
hepatocitaria periportal (p=-0,26,
p=0,040) y pericentral (p=-0,27;
p=0,034); en el caso de la superficie
hepatocitaria total, en nuestra
muestra se bordeaba la significacion

estadistica mostrando una tendencia.

Los niveles de actividad de la

GPX  hepética mostraron una
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Figura 11: Efecto del selenio sobre la superficie
hepatocitaria total, periportal y pericentral (p.mz).
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relacion inversa con la superficie hepatocitaria total (p=-0,28; p=0,038), y bordearon la
significacion estadistica con la superficie hepatocitaria periportal (p=-0,025; p=0,059)

Encontramos una relacion

| Relacion entre GPX Hepatica y Selenio Sérico ‘

significativa entre los niveles de o

selenio sérico y los niveles de °
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Figura 12: Relacion entre actividad de GPX (mU/mg)
y selenio sérico (p de Spearman).

2.2.- Superficie nuclear.- No encontramos diferencias significativas entre los

diferentes grupos de estudio (Tabla 10).

Grupo Superficie Superficie Superficie
Nuclear Nuclear Nuclear
total (umz) Periportal Pericentral
(rm’) (pm’)
1(CT) 16,87 + 2,41 16,00 = 2,24 17,74 + 2,75
2 (HP) 15,20 + 1,89 14,96 + 2,17 15,45 + 1,79
3 (OH) 16,45 + 2,13 16,08 + 1,92 16,81 + 2,65
4 (OHHP) 14,19 + 1,20 12,66 + 1,13 15,72 + 1,43
5 (CT-Se) 15,47 + 2,29 14,97 + 2,26 15,98 + 2,46
6 (HP-Se) 15,68 + 0,99 15,52 + 1,23 15,83 + 1,02
7 (OH-Se) 16,37 + 2,68 15,41 + 3,09 17,09 + 2,34
8 (OHHP-Se) 16,49 + 1,96 16,10 + 1,92 16,89 + 2,40
F; p NS NS NS

Tabla 10: Valores promedio y desviacidn estandar por grupos de la superficie nuclear
(umz) total, periportal y pericentral. Acronimos: Grupos: CT control; HP hipoproteico;
OH alcohdélico; OHHP alcohdlico hipoproteico; -Se grupo tratado con selenio. Otros

acrénimos: NS no significativo.

2.3.- Grasa hepatica.- En general se observo que los grupos suplementados con
selenio presentaron una cantidad de grasa marcadamente inferior que aquellos sin
suplementacion, siendo este efecto especialmente notable al analizar la grasa periportal
(KW 18,02; p= 0,012; Figura 13, pag. 94) y la grasa total (KW 15,30; p= 0,032; Figura



Efectos del selenio sobre las alteraciones hepaticas 94
inducidas por alcohol y malnutricion proteica.

14, pdg 94) . No encontramos diferencias significativas en el caso de la grasa
pericentral (Tabla 11 y Tabla 12, pag. 95).

Al realizar un andlisis univariante, se observo que el Unico factor que guarda
relacion significativa independiente con la grasa hepética total es el selenio (F=5,60;
p=0,022), siendo este efecto mas marcado si analizamos la grasa periportal (F=10,63;

p=0,002). No existe efecto independiente del selenio al analizar la grasa pericentral.

Superficie Grasa Periportal y Selenio Efecto del Selenio sobre la Superficie Grasa
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(KW 18,02; p=0,012) (KW 15 30; p= 0,032)

Figura 13: Efecto del selenio sobre la superficie Figura 14: Efecto del selenio sobre la

grasa periportal. superficie grasa total.
Grupo Superficie Grasa Total (umz) Superficie Grasa Periportal (pmz)

X £ SD md (p25 - p75) X £ SD Md (p25 - p75)

1(CT) 79,09 + 74,14 52,07 (33,08-125,16) 94,60 + 106,54 51,78 (31,04 -134,69)
2 (HP) 120,40 + 53,61 119,66 (74,2-173,66) 161,65 + 79,04 143,13 (94,85 -251,63)
3 (OH) 188,75 + 158,56 126,65 (105,21-255,35) 202,00 + 211,39 123,76 (91,52 -305,79)
4 (OHHP) 139,85 + 179,76 74,12 (30,71-281,85) 201,98 + 266,33 117,47 (36,36 -409,86)
5 (CT-Se) 79,20 + 69,57 31,47 (7,72-149,19) 54,11 + 57,04 28,90 (10,63 -99,54)
6 (HP-Se) 58,98 + 52,66 40,76 (15,01-99,79) 65,48 + 63,96 37,27 (19,43 -109,54)
7 (OH-Se) 51,42 + 51,96 26,08 (19,83-91,88) 44,38 + 47,91 26,69 (19,00 - 56,14)
8 (OHHP-Se) 63,42 + 44,75 52,84 (38,01-67,53) 4541 + 39,91 35,28 (19,80 - 55,07)
K-W; p K-W 15,30; p= 0,032 K-W 18,02; P= 0,012
SNK NS NS
Ef. Princip. Se: F=5,60; p=0,022 Se: F=10,63; p=0,002

Tabla 11: Valores promedio y desviacion estandar (SD); mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75), por
grupos, de Superficie Grasa Total y Periportal. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH —
alcoholico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acréonimos: NS — no
significativo; K-W — Test de Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.



Grupo

X
1(CT) 63,57
2 (HP) 79,15
3 (OH) 175,50
4 (OHHP) 77,72
5 (CT-Se) 84,30
6 (HP-Se) 52,46
7 (OH-Se) 58,47
8 (OHHP-Se) 81,44
K-W; p
SNK

Efectos principales

H H H

[72)
O

49,38
38,53
115,43
69,57
109,89
45,81
60,06
59,93
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Superficie Grasa Pericentral (um?)

Mmd
49,8
78,51
140,19
30,78
35,19
47,13
27,46
63,93

NS
NS
NS

(p25 - p75)
(31,42 - 88,32)
(45,84 - 109,14)
(98,42 - 241,28)
(25,06 - 153,85)

(5,62 - 157,10)

(9,10 - 101,40)
(20,65 - 126,02)
(40,85 - 108,69)

Tabla 12: Valores promedio y desviacion estandar (SD); mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-
p75), por grupos, de Superficie Grasa Pericentral.

Al analizar nuestros resultados relacionando la grasa y los efectos antioxidantes,

se observd una relacion inversa entre la grasa periportal y la actividad de la GPX

hepética, siendo ésta estadisticamente significativa
(p=-0,33; p=0,011; Figura 15); se apreci0 una
relacion rozando la significacion estadistica al

relacionar la actividad de la GPX hepética con la

grasa total (p=-0,25; p=0,062)

No encontramos relacion entre la grasa y la
cantidad de selenio hepatico, pero si una relacion
inversa entre la cantidad de selenio en suero en el

caso de la grasa periportal (p=-0,33; p=0,014) y la

grasa total (p=-0,27; p=0,046).

Relacion Sup. Grasa Periportal y GPX Heptica
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Superficie Grasa Periportal (p2)

. 5
GPX Hepatica

Figura 15: Relacién entre |Ia
superficie de grasa periportal
(um®) y la actividad de GPX
hepatica (mU/mg)

2.4.- Fibrosis Hepatica.- Al analizar globalmente la cantidad de fibrosis en

nuestras ratas, observamos que habia diferencias estadisticamente significativas entre

los diferentes grupos de estudio (F=2,6; p=0,021). Al analizar entre qué grupos se

establecian las diferencias, apreciamos que el grupo hipoproteico con selenio presentaba

unos niveles ligeramente mas elevados que el resto, y sélo significativamente mas

elevados que los del grupo alcoholico hipoproteico suplementados con selenio (Tabla

13, pag. 96).
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En el analisis de varianza de dos vias encontramos que la dieta alcoholica
guardaba una relacion directa con la cantidad de fibrosis (F=7,18; p=0,01), siendo las
ratas alimentadas con la dieta alcoholica las que presentan mayor cantidad de fibrosis.
Encontramos una interaccion triple entre el selenio, el alcohol y la dieta hipoproteica de
tal manera que, si bien el alcohol y el selenio tienden a sumar efectos incrementando la
cantidad de fibrosis, la adicion de los tres tiene un efecto opuesto (F= 6,74; p= 0,012;
Tabla 13).

La cantidad de fibrosis guarda relaciébn con la superficie nuclear, siendo
estadisticamente significativo en relacion con la superficie nuclear pericentral (R=0,28;
p=0,03) y aproximandose a la significacion estadistica cuando el parametro considerado
es la superficie nuclear total (R=0,23; p=0,07)

Grupo Fibrosis (p.mz)
1(CT) 7,81 + 3,42
2 (HP) 5,61 + 1,96
3 (OH) 5,48 £ 2,66
4 (OHHP) 6,34 + 1,86
5 (CT-Se) 6,91 + 1,62
6 (HP-Se) 8,27 £ 1,96
7 (OH-Se) 6,08 + 0,96
8 (OHHP-Se) 4,53 + 1,88
F;p F=2,63; p=0,021
SNK 6vs. 8
Efectos principales OH: F=7,18; p=0,01

Interaccion triple OH-HP-Se: F=6,74; p=0,012

Tabla 13: Valores promedio y desviacidon estandar, por grupos del area de fibrosis
(umz). Acréonimos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico, OHHP —
alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acrénimos: SNK — Test
de Student-Newman-Keuls.

3. ANTIOXIDANTES.- Encontramos diferencias muy significativas al analizar

nuestros grupos de estudio en cuanto a la actividad de la GPX hepatica (F=3,61;
p=0,003); dichas diferencias eran mas marcadas entre los grupos control-selenio (que
presentaba niveles mas elevados) frente a la dieta hipoproteica pura. Todos los grupos
tratados con la adicién de selenio presentaban unos niveles de actividad de GPX

hepatica més elevados que aquellos sin tratar.
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En el andlisis de varianza de dos vias, el selenio es el Unico factor que justifica las

diferencias de forma independiente (F=18,11; p<0,001), encontrandose una relacién

directa entre los niveles de selenio hepatico y la actividad de GPX hepatica (p= 0,29;

p=0,026) y entre los niveles de selenio sérico y la actividad de la GPX hepatica (p=

0,36; p=0,007).

En el caso de la MDA, no
encontramos diferencias

significativas entre los grupos.

4. OLIGOELEMENTOS.-

4.1.- Oligoelementos en
higado.- Encontramos diferencias
estadisticamente significativas
entre los diferentes grupos de

estudio al analizar el zinc hepatico

I Zinc Hepatico por Grupo I

Error Bars: 95.% CI

Figura 16: Zinc hepatico en peso seco (ppm).

(KW= 16,47; p= 0,021; Tabla 14; pag. 98); el grupo que presentd los niveles mas altos

de zinc hepatico fue el grupo Control-Se, y los méas bajos se encontraron en grupo

alcéholico hipoproteico con aporte de selenio. También se encontraron niveles

reducidos de zinc hepatico en el
grupo alcohdlico  hipoproteico
(Figura 16).

En el caso del cobre,
encontramos diferencias estadisti-
camente significativas (KW=23,48;
p=0,001; Tabla 14); en general los
grupos con adicién de selenio
presentaban niveles de cobre
hepatico menores que aquellos en
los que no se produjo el aporte (Z=
-4,03; p<0,001), siendo los del

Cobre Hepatico por Grupos

80.000+

60.000- Error Bars: 95.% CI

Cobre Hepatico (ppb)

‘ (KW= 23 48; p=0,001) Grupo

Figura 17: Cobre hepatico en peso seco (ppb).

grupo alcohélico con selenio los que presentaron niveles mas elevados (Figura 17).
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Grupo Zn hepatico (ppm) Cu hepatico (ppm)

X+ SD Md  (p25 - p75) X + SD Md  (p25 - p75)
1(cT) 72,64 + 22,67 80,94 (55,67-87,54) 21,00 + 10,90 17,05 (16,05 -20,99)
2 (HP) 76,33 + 16,23 73,37 (69,63-81,63) 2521 + 18,06 18,42 (15,09 -31,47)
3 (OH) 89,29 + 5838 88,92 (84,40-94,07) 22,76 + 14,96 18,29 (15,14 -20,67)
4 (OHHP) 75,03 + 31,84 64,10 (52,35-86,04) 16,45 + 4,68 14,56 (13,53-19,56)
5 (CT-Se) 211,77 + 367,35 97,6 (61,48-105,71) 15,49 + 6,94 17,96 (7,93-21,21)
6 (HP-Se) 84,41 + 13,41 80,85 (74,21-96,53) 13,38 + 5,41 14,10 (11,02-17,04)
7 (OH-Se) 77,88 + 30,73 92,85 (72,75-96,55) 28,80 + 50,45 12,54 (14,31-10,19)
8 (OHHP-Se) 55,79 + 28,65 67,68 (23,75-73,88) 859 + 558 10,41 (1,24-13,05)
K-W; p K-W=16,47; p=0,021 K-W=23.48; p=0,001
SNK NS NS
Efec. principales: NS NS

Tabla 14: Valores promedio y desviacion estandar (SD); mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75)
de concentracidon en peso seco de zinc y cobre hepaticos, por grupos. Efectos principales analizados
mediante analisis de varianza de dos vias. Acronimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH —
alcoholico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acrénimos: NS — no
significativo; K-W — Test de Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.

No se encontraron diferencias significativas entre los ocho grupos de estudio en

los niveles de hierro.

Al analizar el manganeso se apreciaron diferencias claramente significativas
entre los ocho grupos (Kw=25,32; p=0,001). Se apreciaron efectos independientes de la
malnutricién proteica (F= 6,00; p=0,017), siendo los grupos hipoproteico e hipoproteico
con selenio los que presentaron niveles menores, al igual que el grupo alcohdlico

hipoproteico con adicion de selenio (Tabla 15).

Grupo Fe hepatico (ppm) Mn hepatico (ppm)

X + SD Md (p25 - p75) X + SD Md  (p25 - p75)
1(CT) 635,51 +312,55 583,91 (419,23 - 805,40) 12,55+10,95 9,37 (6,43 - 12,95)
2 (HP) 802,14 +119,11 771,33 (740,14 - 857,85) 5,23+1,02 4,91 (4,28 - 6,32)
3 (OH) 606,72 + 120,34 620,10 (492,06 -677,92) 11,73+4,70 10,50 (8,45-13,14)
4 (OHHP) 880,10 + 326,20 782,42 (643,06 -1283,17) 10,40+1,74 11,03 (8,82-11,45)
5 (CT-Se) 1006,58 + 1750,98 336,71 (230,86 - 710,57) 7,82+3,26 8,19  (4,62-10,26)
6 (HP-Se) 680,40 + 204,49 698,49 (639,67 - 807,77) 6,73+1,52 6,89 (538-7,75)
7 (OH-Se) 756,47 +336,90 738,53 (550,28-1046,50) 10,18 +4,57 10,71 (7,77 - 12,21)
8 (OHHP-Se) 625,31 +353,75 717,26 (229,42 - 895,70) 6,36+4,08 7,84 (0,59-8,92)
K-W; p NS K-W=25,32; p=0,001
SNK NS NS
Ef. princip.: NS HP: F=6,00;p=0,017

Tabla 15: Valores promedio desviacién estandar (SD); mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75) de
concentracion en peso seco de hierro y manganeso hepaticos, por grupos. Efectos principales analizados
mediante analisis de varianza de dos vias. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH —
alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acrénimos: NS — no
significativo; K-W — Test de Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.



Grupo

1(CT)

2 (HP)

3 (OH)

4 (OHHP)

5 (CT-Se)

6 (HP-Se)

7 (OH-Se)

8 (OHHP-Se)
K-W; p

SNK

Efectos principales:

Tabla 16: Valores promedio y desviacion estandar (SD);

X + SD
1,46 + 2,45
1,14 +1,58
1,38 +2,01
3,76 +4,70

20,43 +27,11

14,41 + 15,67

13,32+ 12,94
7,32+ 3,04

Resultados. 99

Se hepatico (ppm)

md (p25 - p75)
0,43 (0,30-1,43)
0,61 (0,41 -0,91)
0,54 (0,47 -1,31)
1,59 (0,78 -5,39)
7,90 (4,81 - 34,49)
9,38 (5,32-15,95)
7,63 (4,06 - 28,17)
7,76 (3,41 -9,26)

K-W=38,92; p<0,001

NS

Se: F=16,99; p<0,001

mediana (Md) y rango

intercuartilico (p25-p75) de concentracion en peso seco de selenio hepatico, por grupos.
Efectos principales analizados mediante analisis de varianza de dos vias. Acréonimos: Grupos:
CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se —
grupo tratado con selenio. Otros acronimos: NS — no significativo; K-W — Test de Kruskall-

Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.

En el caso del selenio hepéatico se encontraron diferencias significativas entre

grupos (KW=38,92; p<0,001); como era de esperar, los animales suplementados con

Selenio Hepatico (ppm)

Selenio Hepatico por Grupos ‘
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(KW= 38 20; p<0,001)

Grupo

Figura 18: Concentracion

hepatico.

(ppb) de

Error Bars: 95.% Cl

selenio

selenio  presentaban los niveles
mayores de selenio hepatico, hecho
que se comprueba mediante el analisis
de wvarianza de dos vias, que
demuestra que el Unico factor con
efecto independiente es la adicion de

selenio (F=16,99; p<0,001;Tabla 16)
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4.2.- Selenio en suero.-

Selenio Sérico por Grupo

Encontramos diferencias significativas
entre grupos (KW=38,92; p<0,001).

Son las ratas alimentadas con selenio

5,0007 Error Bars: 95.% CI

4.000-

las que presentan niveles séricos mas

Selenio Sérico (ppb)

2.0007

elevados (Figura 19). Esto se confirma

mediante el analisis de varianza de
dos vias (F=92,40; p<0,001; (Tabla

17). No se encontraron otros factores

& %
%%/

| (KW=38 20; p<0,001) ] Grupo

Figura 19: Concentracidn (ppb) de selenio sérico. L . .
ni interacciones en los mismos que

influyeran de forma significativa.

Grupo Se sérico (ppm)

X+ SD Md (p25 - p75)
1(cT) 764,42 + 740,97 497,24 (412,66 - 769,33)
2 (HP) 477,00 + 53,52 458,02 (439,02 - 503,30)
3 (OH) 515,79 + 37,32 504,04 (491,68 - 550,00)
4 (OHHP) 533,56 + 106,51 567,24 (425,96 - 622,77)
5 (CT-Se) 2740,43 + 2254,96 1962,08 (1359,72 - 3234,08)
6 (HP-Se) 4305,58 + 1762,55 4555,24 (2440,00 - 6039,97)
7 (OH-Se) 4360,84 + 2473,72 4492,28 (1733,60 - 6492,25)
8 (OHHP-Se) 4041,63 £ 437,61 4250,00 (3572,21 - 4416,95)
K-W; p K-W=38,20; p<0,001
SNK NS
Efectos principales: Se: F=92,41; p<0,001

Tabla 17: Valores promedio y desviacion estandar (SD); mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75) de
concentracion de selenio sérico, por grupos. Efectos principales analizados mediante analisis de varianza
de dos vias. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico
hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; K-W — Test de
Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.
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4.3.- Oligoelementos en
musculo.- No encontramos
Cobre Muscular por Grupo
diferencias estadisticamente =i

Error Bars: 95.% Cl

N

significativas entre los diferentes

15.0007

grupos de estudio al analizar el zinc

10.0007]

Cobre Muscular (ppb)

muscular (Tabla 18).

Se encontraron diferencias
significativas entre los diferentes
grupos al analizar el cobre muscular
(KW=16,10; p=0,24; Figura 20),
siendo el alcohol el Unico factor que
ejerce efecto independiente (F=4,91; p=0,032; Tabla 18).

Figura 20: Concentracién de cobre muscular (ppb).

Grupo Zn muscular (ppm) Cu muscular (ppm)

X+ SD X + SD Md (p25 - p75)
1(CT) 79,92 +£ 32,38 9,37+9,51 5,42 (3,68 -10,91)
2 (HP) 87,04 £ 90,35 6,11 £5,56 4,46 (2,58 - 6,82)
3 (OH) 46,36 + 16,10 4,39+2,33 3,83 (3,44 - 4,23)
4 (OHHP) 81,32+ 7,44 4,14+0,99 4,11 (3,16 - 5,14)
5 (CT-Se) 70,06 £27,04 11,17 £5,99 14,22 (4,56 - 16,27)
6 (HP-Se) 66,08 + 29,48 11,61 +11,10 5,68 (4,61 - 20,09)
7 (OH-Se) 83,86+ 37,38 8,90 £+ 3,55 8,28 (5,34 -12,81)
8 (OHHP-Se) 46,22 + 12,82 4,67 +0,93 4,62 (4,00 - 5,57)
K-W; p NS K-W=16,10; p=0,24
SNK NS NS
Efectos principales: NS OH: F=4,91; p=0,032

Tabla 18: Valores promedio y desviaciéon estdndar (SD) de zinc (distribucion normal); y promedio,
desviacion estandar (SD), mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75) de concentracién en peso
seco de cobre muscular, por grupos. Efectos principales analizados mediante analisis de varianza de dos
vias. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico, OHHP — alcohdlico
hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; K-W — Test de
Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.
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No encontramos diferencias significativas entre los grupos al analizar los niveles
de hierro muscular; en el caso del manganeso encontramos diferencias significativas
entre los grupos (KW= 16,05; p=0,025), pero no hubo diferencias en el analisis de
varianza. No encontramos que ningun factor ejerza efecto independiente sobre este

pardmetro ni encontramos interacciones entre ellos (Tabla 19).

Grupo Fe muscular (ppm) Mn muscular (ppm)

X+ SD Md (p25 - p75) X+tSD Md (p25 - p75)
1(CT) 309,15 + 545,42 105,09  (75,96-178,27) 3,68+6,15 9,53 (7,76 - 4,17)
2 (HP) 116,44 £ 62,43 99,51 (77,79 - 138,36) 1,58+2,61 0,78 (0,18 -0,96)
3 (OH) 93,24 +14,67 93,81  (8513-106,90) 0,51+0,32 0,49 (0,22 - 0,68)
4 (OHHP) 138,30 +25,90 133,01 (115,46-166,44) 0,66+0,15 0,58 (0,56 - 0,83)
5 (CT-Se) 147,85+70,20 132,22  (68,91-23569) 0,69+0,52 0,47 (0,27 - 1,19)
6 (HP-Se) 145,21 + 119,00 113,04  (82,81-13551) 0,80+0,64 0,63 (0,25-1,17)
7 (OH-Se) 137,26 + 43,04 128,23 (106,24-148,61) 0,88+0,45 0,75 (0,49 - 1,34)
8 (OHHP-Se) 103,79 £25,06 96,88 (114,50 - 94,77) 0,28+0,06 0,31 (0,20-0,33)
K-W; p NS K-W=16,05; p=0,025
SNK NS NS
Efectos principales: NS NS

Tabla 19: Valores promedio y desviacién estandar (SD); mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75) de
concentracion en peso seco de hierro y manganeso musculares, por grupos. Efectos principales analizados
mediante analisis de varianza de dos vias. Acronimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico;
OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acronimos: NS — no significativo; K-W —
Test de Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.

Al analizar el selenio muscular

encontramos diferencias P
elenio Muscular por Grupo

significativas entre los grupos (KW= Error Bars: 95.% CI
37,92; p<0,001; Figura 21); estas

diferencias obedecen sobre todo, a

]
a
1

i
£

=]
1

los grupos tratados con adicion de

Selenio Muscular (ppm)
o

o
1

selenio (Figura 22, pagina 101),

como se demuestra también en el

analisis univariante, en el que el NGB Grupo

unico factor que ejerce un efecto Figura 21: Concentracion (ppb) de selenio
independiente es el aporte de selenio L,
(F=20,84; p<0,001; Tabla 20, pag.

103).



Grupo

1(cT)
2 (HP)
3 (OH)

4 (OHHP)
5 (CT-Se)
6 (HP-Se)
7 (OH-Se)
8 (OHHP-Se)

K-W; p
SNK

Efectos principales:

Resultados.

Se muscular (ppm)

X + SD Md (p25 - p75)
1,52+2,36 0,38 (0,32 -1,82)
0,48 + 0,42 0,28 (0,22 -0,77)
0,85+ 0,82 0,64 (0,36 - 0,87)
0,59 + 0,31 0,63 (0,26 - 0,88)
7,61+5,42 4,77 (3,16 - 13,83)

10,62 + 12,88 5,97 (2,94 - 12,14)
10,71 + 5,50 9,40 (5,83 - 16,33)
4,47 +2,17 3,66 (2,51-6,31)
K-W= 37,92; p<0,001
NS

Se: F=11,9; p=0,001

103

Tabla 20: Valores promedio y desviacidon estandar (SD); mediana (Md) y
rango intercuartilico (p25-p75) de concentracion en peso seco de selenio
muscular, por grupos. Efectos principales analizados mediante andlisis de
varianza de dos vias. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico;
OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con
selenio. Otros acrénimos: NS — no significativo; K-W — Test de Kruskall-
Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.

Selenio Muscular

Error Bars: 95.% Cl

Selenio Muscular (ppm)

Sin Selenio

(KW= 37,92, p<0,001)

Con Selenio

Selenio

Figura 22: Concentracion (ppb)
muscular en animales tratados con selenio frente a

los no tratados.

de

selenio

4.4.- Excreciébn urinaria de

Oligoelementos.-

Hay diferencias significativas
entre los grupos en la excrecion
urinaria de zinc (F=4,87; p<0,001);
globalmente los grupos con aporte de
selenio tienen tendencia a presentar
una menor excrecion de zinc. Ejercen
un efecto independiente el selenio
(F=6,39; p=0,014), la dieta
hipoproteica (F=10,55; p=0,002) y

existe una interaccion positiva entre el alcohol y la dieta hipoproteica (F=7,41; p=0,009;
Tabla 21, pag. 104).
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Encontramos diferencias significativas entre los grupos al analizar la excrecion
urinaria de cobre (KW= 16,96; p=0,018), sin efectos principales o interacciones (Tabla
21).

Grupo Zn urinario (ppm) Cu urinario (ppm)

X+ SD X+SD Md  (p25 - p75)
1(cT) 173,58 + 22,88 10,66+ 16,88 4,22  (3,23-10,07)
2 (HP) 135,67 + 13,43 431+1,99 3,78 (2,71 - 6,49)
3 (OH) 156,05 + 13,25 6,80+4,92 5,72 (3,01 - 8,79)
4 (OHHP) 156,09 + 20,69 3,48+2,33 2,46 (1,76 - 5,83)
5 (CT-Se) 157,81 + 23,09 6,99+0,94 6,71 (6,33 - 7,08)
6 (HP-Se) 137,42 + 21,33 7,10+£0,81 7,24 (6,33 - 7,58)
7 (OH-Se) 139,88 + 13,74 760+1,31 7,01 (6,40 - 9,03)
8 (OHHP-Se) 134,79+ 17,78 6,56 +2,04 7,11 (4,36 - 8,03)
K-W; p F=4,87; p<0,001 K-W= 16,96; p=0,018
SNK 2,6,7y8vs. 1 NS
Efectos principales: Se: F=6,39; p=0,014 NS

HP: F=10,55; p= 0,002
Interaccion OH-HP: F=7,41; p=0,009

Tabla 21: Valores promedio y desviacion estandar (SD) de la concentracién en orina de zinc
(distribucion normal); valores promedio, desviacion estandar (SD), mediana (Md) y rango
intercuartilico (p25-p75) de concentracion de cobre urinario, por grupos. Efectos principales
analizados mediante andlisis de varianza de dos vias. Acrénimos: Grupos: CT — control; HP —
hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP — alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros
acrénimos: NS — no significativo; K-W — Test de Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.

Encontramos diferencias signifi-

Excrecion Urinaria de Hierro

cativas entre los diferentes grupos al 2501 e
analizar los valores de la excrecion
urinaria de hierro (KW= 14,19; :
p=0,048; Figura 23). El selenio fue el
Unico factor con efecto independiente

(F=7,86; p=0,007; Tabla 22, pag. 106).

200
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Hierro Urinario (ppm)

o
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1

o~

Sin Selenio Con Selenio

i L. (KW= 14,19, p=0,048) Selenio
Al realizar el analisis del
. L Figura 23: Excrecion urinaria de hierro (ppm).
manganeso en orina objetivamos que
habia diferencias significativas entre los
grupos analizados (KW= 23,68; p=0,001); la menor excrecion de manganeso se aprecia
sobre todo en el grupo control selenio, en el grupo alcohdlico y en el hipoproteico. Sin

embargo, no hubo efecto independiente de ninguno de los tres factores. Si se aprecio



Resultados. 105

estadisticamente una interaccion triple relacionando los tres factores (F=9,17; p=0,004;
Tabla 22).

Al analizar el selenio en orina se

aprecié la existencia de diferencias

Excreccién Urinaria de Selenio

significativas entre los diferentes
grupos (F= 7,96; p<0,001; Figura 24).

Los grupos hipoproteico con selenio y

6.0007]
Error Bars: 95.% Cl

4.000

alcoholico hipoproteico con selenio

Selenio Urinario (ppb)

2.0001

presentaban diferencias significativas

con el resto de grupos al realizar el o

Sin Selenio Con Selenio

analisis post hoc, siendo las que Selenio
presentaban mayor excrecion urinaria.

Figura 24: Excrecidn urinaria de selenio (ppb) en
Al realizar un anélisis univariante de animales tratados con selenio vs. no tratados.

la excrecion urinaria de selenio se

encontré una influencia estadisticamente significativa del aporte de selenio (F= 17,36;
p<0,001; Figura 25) y de la dieta hipoproteica (F= 10,49; p=0,002). Hay una interaccion
positiva entre la dieta hipoproteica y el aporte de selenio (F= 16,16; p<0,001; Tabla 22,
pag. 106).

Excrecion Urinaria de Selenio por Grupos

10.0007

8.000
Error Bars: 95.% ClI

6.0007

4,000

Selenio Urinario (ppb)

2.000

0,
%
ao/

Grupo

(F= 7,96, p<0,001)

Figura 25: Excrecidn urinaria de selenio (ppb).
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1(cT)

2 (HP)

3 (OH)

4 (OHHP)

5 (CT-Se)

6 (HP-Se)

7 (OH-Se)

8 (OHHP-Se)
K-W; p

SNK

Efect. principales:
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Fe urinario (ppm) Mn urinario (ppm)

X+ SD Md (p25 - p75) X+SD Md (p25 - p75)
177,43 +56,52 179,67 (144,22 -211,79) 1,72+1,16 1,54 (9,59 - 20,44)
186,41 +31,02 175,45 (163,71-213,34) 7,87+6,81 6,33 (3,35 - 8,07)
193,63 +68,19 197,99 (161,81-23586) 0,52 + 0,37 0,39 (0,21-0,92)
203,27 +45,92 208,01 (157,37 -231,48) 1,59+0,80 1,37 (0,93 -2,47)
140,69 +50,61 158,63 (77,75 - 180,24) 0,85+0,11 0,85 (0,79-0,95)
158,41+23,12 149,19 (141,43-180,71) 1,28+1,45 0,77 (0,69 -1,02)
126,47 £57,39 118,95 (67,86 - 183,05) 1,09+0,22 1,12 (0,95-1,31)
177,66 £25,06 175,11 (153,16 - 201,16) 0,95+0,27 0,93 (0,71-1,24)

K-W=14,19; p=0,048 K-W=23,68; p=0,001
4vys. 7 NS
Se: F=7,86; p=0,007 Int. triple OH-HP-Se: F=9,17; p=0,004

Tabla 22: Valores promedio, desviacién estandar (SD), mediana (Md) y rango intercuartilico (p25-p75) de
concentracion de hierro y manganeso urinarios, por grupos. Efectos principales analizados mediante analisis
de varianza de dos vias. Acronimos: Grupos: CT — control; HP — hipoproteico; OH — alcohdlico; OHHP —
alcohdlico hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros acronimos: NS — no significativo; K-W — Test
de Kruskall-Wallis; SNK — Test de Student-Newman-Keuls.

Grupo Se urinario (ppb)

X + SD
1(CT) 2458,64 + 1496,77
2 (HP) 1735,31+ 990,73
3 (OH) 3379,02 + 1229,65
4 (OHHP) 3604,95 £ 1065,12
5 (CT-Se) 3582,58 + 625,40
6 (HP-Se) 6288,44 + 2150,86
7 (OH-Se) 2531,36 + 1799,10
8 (OHHP-Se) 6647,61 + 3494,63
ANOVA; p F=7,96; p<0,001
SNK 6y8vs.1,2,3,45y7
Efectos Se: F=17,36; p<0,001
principales: HP: F=10,49; p=0,002

Interaccion HP-Se: F=16,16; p<0,001

Tabla 23: Valores promedio y desviacion estandar (SD)
(distribucion normal) de la concentracion de selenio sérico,
por grupos. Efectos principales analizados mediante anilisis
de varianza de dos vias. Acronimos: Grupos: CT — control; HP
— hipoproteico, OH - alcohdlico, OHHP - alcohdlico
hipoproteico; -Se — grupo tratado con selenio. Otros
acronimos: ANOVA — Anadlisis de varianza; SNK — Test de
Student-Newman-Keuls.
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1. MODELO DIETETICO.- EIl objetivo de este estudio es analizar si la adicion de

selenio comporta algin beneficio sobre las alteraciones hepaticas inducidas por el
alcohol en un modelo experimental murino. La dosis de selenio elegida es elevada,
aproximadamente 120-130 mcg/dia de selenio elemento, pero se ajusta a las dosis
empleadas en otros modelos experimentales en los que se analiza el efecto antioxidante
(Sieber et al., 2009). Ademéas hemos elegido estas dosis a fin de garantizar el aporte a
pesar de las eventuales pérdidas de este elemento que puede generar el modelo

experimental que hemos utilizado.

A la hora de disefiar un estudio que analice los efectos del etanol sobre
determinados érganos es imprescindible considerar el factor nutricional, ya que existe
una clara interferencia entre el consumo de alcohol y la nutricién. Por una parte el
etanol tiene un efecto anorexigeno; esto se ha comprobado en multiples estudios al
observarse que al aportar etanol (habitualmente disuelto en el agua de bebida) sin
ajustar por la cuantia de dieta ingerida, los animales tratados con alcohol comen menos
(Lieber, 1980 y Lieber, 1988). Ademas el etanol puede provocar malabsorcién (Estruch,
1993). Es por esto que la interpretacion de una alteracion concreta en la distribucion
hepatica de los oligoelementos o de la actividad antioxidante de alguna enzima
dependiente de los mismos va a ser complicada, ya que en ella va a influir un

componente de malnutricién.

Por todo esto hemos elegido el modelo de Lieber de Carli, en el que se incluye un
grupo alcohdlico y un grupo hipoproteico, asi como un grupo donde ambos factores
estan presentes. De esta manera, si se lleva a cabo un proceso de pair feeding cuidadoso,
podemos llegar a atribuir cualquier alteracion obtenida a un efecto directo del alcohol o
de la nutricion en su caso. No obstante este modelo tiene una critica: por lo general los
animales alimentados con alcohol ingieren una menor cantidad de calorias y tienden a
perder mas peso. En esta Ultima consecuencia también intervienen factores relacionados
con el metabolismo del etanol, como demostraron brillantemente Rubin y Lieber en
1968 y Pirola en 1970. Al alimentar a voluntarios sanos con nutrientes en cuantia
isocaldrica, observando que los alcohdlicos presentaban una pérdida de peso mientras
que los controles lo ganaban. Por eso durante la evolucién temporal de un experimento,

la cantidad relativa de alcohol por unidad de peso corporal que reciben aquellos
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animales que pierden peso, es progresivamente mayor en un modelo estricto de pair

feeding.

Llevar a cabo un proceso de pair feeding cuando se tienen varios grupos
diferentes de animales de forma simultanea es complicado y rara vez se logra un ajuste
perfecto de la cuantia ingerida. Asi ocurrié en nuestro estudio, aunque encontramos un
resultado inesperado en cierta manera: en general fueron las ratas alimentadas con
selenio las que perdieron méas peso, debido aparentemente a una disminucién de las
ingestas. No obstante en un analisis multivariante se observo que el principal factor
causante de la pérdida de peso fue el alcohol, seguido del selenio y por ultimo de la
dieta hipoproteica. Al analizar por separado los cuatro grupos alimentados con selenio
no observamos diferencias en lo que a la pérdida de peso y a la cuantia de ingestas se
refiere. Por lo tanto lo que podemos asegurar es que las eventuales diferencias entre los
cuatro grupos de ratas alimentadas con selenio obedecen exclusivamente a factores
diferentes del aporte nutricional o de la cantidad de selenio que recibi6 cada uno de
estos grupos. Asi, en el andlisis multivariante restringido a los cuatro grupos
alimentados con selenio, ni el aporte de alcohol ni la dieta hipoproteica influyeron en la
cuantia ingerida ni en el cambio de peso. Esto deja al selenio como Unico factor
causante, lo cual contrasta con algunas observaciones en las que se le atribuye un efecto
orexigeno (Bogden et al., 1984; Bunk et al., 1980)

El selenio es un cofactor esencial del sistema de la glutatién peroxidasa (GPX);
el higado es su principal reserva y también su diana principal en situaciones de déficit.
El alcohol genera una gran cantidad de radicales libres en su metabolismo al tiempo que
altera el contenido corporal de otros oligoelementos involucrados en los mecanismos
antioxidantes, como el cobre, el zinc y el manganeso, aumentando paralelamente el
contenido de hierro, un potente pro-oxidante. También hay que considerar que el etanol
suele asociarse a un deéficit de vitaminas antioxidantes, como las vitaminas E, C y A. Si
bien en el caso de la vitamina C el déficit dietético puede ser importante —aunque se
argumenta igualmente que el alcohol genera un aumento de excrecion de acido
ascorbico a nivel renal (Faizallah et al., 1989)-, en el caso de la vitamina E el factor que
mas influye es la malabsorcion de las grasas. En el caso de la vitamina A el descenso no

se explica meramente por un déficit dietético (de hecho la suplementacién no corrige el
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déficit), sino que obedece més bien a la transformacion que sufren las células de Ito en
miofibroblastos a lo largo de la evolucion de la hepatopatia etilica, cierto sobre todo en
fases avanzadas de la misma. Las células estrelladas o celulas de Ito constituyen la
principal reserva de vitamina A del organismo y al transformarse en miofibroblastos
productores de colageno pierden sus gotas lipidicas y con esto se deplecionan de
vitamina A. Por tanto el alcoholico se enfrenta a un déficit de antioxidantes que no sélo
se debe a los factores que hemos comentado, sino que también se debe a que se produce
una alteracion de la capacidad antioxidante intrinseca, ya que el acetaldehido puede
conjugarse con el sistema del glutation formando complejos hemiacetal, alterando su
funcion en el contexto de un incremento de la produccion de ROS. Es decir, que la
lesion oxidativa se basa en distintos mecanismos que convergen sin duda en lesionar al
higado. Por estas razones es pertinente analizar los efectos del selenio sobre la
alteracion histolégica hepatica y la actividad antioxidante de la viscera. Este
planteamiento no es estrictamente original ya que otros autores han disefiado estudios
parecidos, pero los resultados previos son controvertidos (Sivaram et al., 2003;
Bekpinar et al., 1995). Ademas el tratamiento de pacientes alcoholicos con selenio no
ha aportado el beneficio clinico esperado (Butcher et al., 1993; Gonzéalez-Reimers et al.,
2008).

El higado tiene un papel regulador central en el metabolismo del selenio. Una vez
absorbido el selenio llega al higado por la vena porta y en él se une a diversas proteinas
intracelulares entre las que destacan diversas formas de la GPX (GPX 1, 3, 4) y la
selenoproteina P. Las GPX participan en la actividad antioxidante y su relacion con el
selenio queda clara en nuestro estudio al encontrarse una relacion directa entre GPX y
selenio hepatico. En situaciones de déficit de selenio, hay autores que demuestran que
en el higado se produce un desplazamiento de la union del selenio con las GPX en
favor de la unién a la selenoproteina P (Chanoine et al., 2004; et al., 2012), que es la
proteina encargada de transportarlo desde el higado a los drganos periféricos,
fundamentalmente el cerebro y las génadas. Es logico que la actividad de la GPX

aumente como se corrobora en nuestro estudio.

Al estudiar el efecto de la suplementacion con selenio es pertinente también
analizar qué ocurre con los otros oligoelementos con efecto antioxidante, ya que existen

datos experimentales que sugieren una interaccion entre selenio y otros elementos
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como el zinc o el cobre (Bogden et al., 1984; Gonzalez-Reimers et al., 2003). Ademas
el zinc, el cobre y el manganeso son cofactores de otros sistemas enzimaticos
antioxidantes, por lo que es de sumo interés analizar la relacion entre la alteracion de
sus niveles y la intensidad de la lesion hepatica. Por ultimo, en un disefio experimental
como el que hemos usado en el que perseguimos los objetivos sefialados, es conveniente
tener presente que la actividad enzimética antioxidante no es un compartimento estanco
de cada uno de los tejidos, sino que como con en cualquier otro sistema metabdlico esta
sujeto a un intercambio entre las diversas estructuras tisulares y érganos del organismo.
Por eso y dada la importancia cuantitativa del tejido muscular, procede analizar también
los efectos del selenio sobre el contenido muscular de los oligoelementos sefialados y la
actividad antioxidante del musculo. Asi, encontramos una relacion significativa entre la
GPX hepatica y la muscular, asi como una relacion directa entre el zinc, el manganeso
y el cobre hepaticos. El hierro hepatico muestra tendencia a correlacionarse de forma
directa con el manganeso, el cobre y el selenio hepéticos y el selenio en musculo con el
selenio hepatico.

Como era de esperar, los niveles hepaticos de selenio, si bien mucho mas elevados
en los grupos suplementados que en aquellos no suplementados, disminuyen
moderadamente en los grupos alimentados con dieta hipoproteica o etanol, y mucho
mas en el grupo alimentado con ambos factores. Esto puede interpretarse como que el
selenio se desplaza del higado a otros tejidos unido a la selenoproteina P, y ademas se
excreta en orina en mayor cantidad, tal como se ha explicado previamente, ademas de

aumentar el consumo en relacion con las noxas que generan lesion oxidante.

2. BALONAMIENTO HEPATOCITARIO Y ESTEATOSIS.- Uno de los fendmenos

méas precoces en el desarrollo de la hepatopatia alcohdlica es el balonamiento
hepatocitario; en él influye el efecto del etanol al inhibir la oxidacion de acidos grasos y
bloquear la exportacion de triglicéridos (Baraona et al., 1973; Choi et al., 2006); por
todo esto el hepatocito se va cargando de triglicéridos que no puede exportar. Ademas
se ha visto que la sintesis de determinadas proteinas, incluyendo las apoproteinas, esta
incrementada por efecto directo del alcohol. Estas proteinas no pueden ser secretadas
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por el hepatocito, porque uno de los efectos del acetaldehido, relacionado con su
capacidad para formar “aductos”, es la alteracion del sistema microtubular
microfilamentoso. De este modo las proteinas quedan retenidas dentro de la célula y por
su efecto oncético atraen el agua (Baraona et al., 1973). Por eso en el balonamiento
hepatocitario hay tres componentes: una acumulacion de grasa excesiva, una

acumulacion de proteinas y un exceso de agua.

El balonamiento hepatocitario ha de considerarse una manifestacion precoz de la

lesion inducida por el etanol, obedeciendo a los siguientes mecanismos:

1- El metabolismo del etanol consume O, mediante la via del MEOS,
fundamentalmente en los hepatocitos del area 1 de Rappaport; de este
modo llega una menor cantidad de O, al area 3, presentando lesiones
mas precoces y marcadas. Esto se observa en nuestro estudio, en el que
se aprecia que el balonamiento hepatocitario es mas marcado en las
células del é&rea pericentral como hallazgo -caracteristico de la
hepatopatia alcohdlica en sus fases iniciales, aunque las diferencias son

ligeras.

2- El alcohol altera el equilibrio redox intrahepatocitario de forma
profunda y también altera la relacion entre pro-oxidantes vy
antioxidantes. Esto obedece no so6lo a los efectos directos del
metabolismo del etanol con un incremento en la produccién de
equivalentes reducidos, sino que también influyen los hechos
mencionados previamente: la union del acetaldehido a la GPX con
formacion de complejos hemiacetal y alteracion consecuente de la
funcion antioxidante de la molécula, la induccion del sistema
microsomal oxidante con un incremento de la produccion de ROS, la
alteracion que el consumo cronico de etanol produce sobre ciertos
oligelementos que actlan como cofactores de las enzimas antioxidantes
GPX y la superoxido dismutasa (SOD), y la alteracion provocada por el
etanol sobre el metabolismo del Fe, induciendo un aumento de la
absorcion intestinal de Fe y de la cantidad de ferritina en el alcoholismo

cronico.
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El exceso de radicales libres genera malonildialdehido (MDA) al actuar sobre las
membranas lipidicas, dafiando estructuras proteicas con o sin actividad enzimatica. En
el alcohdlico se dafian las proteinas constitutivas del sistema microtubular
microfilamentoso encargado de la secrecion de proteinas, entre ellas de las
apoproteinas. Por lo tanto, en la lesion de este sistema que es el principal mecanismo
secretor hepatocitario, influye no solo el efecto directo del acetaldehido sino también la
lesion oxidante. Es decir, que si en el balonamiento hepatocitario interviene la lesion
oxidante como parecen sugerir los fendmenos patogénicos que acabamos de comentar,
los niveles de selenio hepatico deberian guardar una relacion inversa con dicho proceso.
Asi ocurre en nuestro estudio, ya que hemos observado una relacién inversa entre los
niveles hepaticos de selenio con el tamafio hepatocitario. No conocemos que se haya
realizado un estudio similar en alcohdlicos, pero es pertinente sefialar que se observé un
resultado similar en ratas cirrOticas tras tratamiento con tetracloruro de carbono

(Gonzéalez-Reimers et al., 2003).

Una parte importante del balonamiento hepatocitario obedece a la acumulacion de
grasa; esto es congruente con la relacion inversa que encontramos entre la cantidad de
grasa y los niveles séricos de selenio. La relacion inversa entre el contenido de selenio y
la gravedad de la esteatosis hepatica ha sido puesta de manifiesto también por otros
autores: en un modelo experimental en el que se generaba esteatosis con acido oleico se
observd que la adicién de selenio tendia a reducir la cantidad de grasa acumulada
(Clarke et al., 2010). Otros estudios recientemente publicados encuentran una relacion
inversa entre el contenido de selenio en el organismo (evaluado por la concentracion de
selenio en el pelo) y la presencia de esteatosis hepatica no alcohdlica, observandose un

descenso aln mas acusado cuando ya aparecia esteatohepatitis (Pan et al., 2013).

Por otro lado otros autores han encontrado que los suplementos de selenio
aumentan el contenido de grasa del higado (Mueller et al., 2008), o que hay un vinculo
entre la sobreexpresion GPX-1, la obesidad y el aumento de la masa grasa (McClung et
al., 2004). Sin embargo, el mecanismo subyacente a estos resultados probablemente
implica un aumento de la sintesis de triglicéridos de forma consecuente al aumento de la
actividad antioxidante de la tirosina fosfatasa 1B, que como ya hemos explicado es

dependiente del selenio. Estos resultados apuntan a un doble efecto frente a la
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administracion de suplementos de selenio: por un lado el aumento de triglicéridos en el
higado y de la sintesis de &cidos grasos con el consecuente desarrollo de una situacion
que se relaciona con aumento de la peroxidacion de forma potencial, y por otro lado un
aumento en los mecanismos de defensa antioxidante. Por otra parte, en el kwashiorkor y
en situaciones de desnutricion marasmatica, como es la anorexia nerviosa, se ha descrito
un aumento de la grasa en el higado y de la peroxidacion lipidica (Gan et al., 2008),
aunque en nuestro estudio las ratas alimentadas con la dieta hipoproteica no mostraron

diferencias en comparacion con el grupo control.

En otro estudio el tratamiento con antioxidantes (que incluye entre otros
antioxidantes 55 mg de selenio en forma de selenato de sodio) durante 20 semanas en
nifios de 1-4 afos con alto riesgo de desarrollar kwashiorkor, no impidié su aparicion
(Ciliberto et al., 2005). Otros autores no reportan valores de selenio en la sangre
significativamente mas altos al comparar pacientes con esteatosis y sin esteatosis
aungue Kim y su grupo, (Kim et al., 2012) encontraron que el tratamiento con selenito
de sodio durante dos semanas condujo a la disminucion de la formacion de higado graso

en un modelo experimental murino.

Por lo tanto, existen discrepancias documentadas en cuanto a la funcion del
selenio sobre la esteatosis hepatica. Es posible que los diferentes resultados se deban a

los diferentes enfoques metodoldgicos y la heterogeneidad de los estudios analizados.

En concordancia con todo lo comentado y de forma paralela a lo que ocurre con
la superficie hepatocitaria, en nuestro estudio se observa un efecto similar del selenio al
compararlo con la cantidad de grasa: hay una relacion inversa entre el selenio y la
superficie grasa, que disminuye claramente con el tratamiento con selenio. Como era de
esperar los animales tratados con dieta hipoproteica, alcohol o con ambos elementos
tenian algo més de grasa, tanto pericentral, periportal como total, que el grupo control.
Sin embargo es destacable que de los grupos sometidos a tratamiento, el grupo
alcohdlico hipoproteico acumulaba menos grasa que el grupo alcohdlico con dieta
normal. Este resultado, discordante con lo encontrado en otras ocasiones utilizando el
mismo modelo experimental (Conde-Martel et al., 1990), puede entenderse partiendo de
la base de que la mayor parte de la grasa que se acumula en el higado en la esteatosis

hepética deriva de las reservas corporales de grasa y de que estas reservas tienen que



Efectos del selenio sobre las alteraciones hepaticas | 116
inducidas por alcohol y malnutricién proteica.

ver con la ingesta dietética global. Las ratas alimentadas con dieta alcoholica
hipoproteica fueron las que mas peso perdieron a lo largo del estudio, lo que explica que
sus reservas grasas fueran menores y por lo tanto la esteatosis no fuera tan marcada. En
nuestro estudio las ratas tratadas con selenio presentaron una tendencia a comer menos
que las no suplementadas; esto también se refleja en el peso, ya que las ratas tratadas
con este elemento muestran una pérdida de peso superior a las no tratadas, a excepcion
de las alcohdlicas hipoproteicas. Esta reduccion de peso podria explicar, al igual que
antes, que tuvieran una menor cantidad de grasa hepatica, pero existe una marcada
desproporcion entre la cantidad de grasa que presentan (muy inferior a la del resto de
animales, como por ejemplo las ratas alcohdlicas y las ratas hipoproteicas) y la pérdida
de peso en comparacion con estos dos mismos grupos no suplementados con selenio.
Sin embargo, al hacer un analisis multivariante, observamos que el Unico factor
implicado en la acumulacion de grasa hepatica al final del estudio es el peso, y que éste

depende de la ingesta y del consumo de una dieta hipoproteica.

La esteatosis hepatica es una lesion inicial de primordial importancia en el curso
evolutivo de la hepatopatia alcohdlica. En ella influye el incremento de la movilizacion
de acidos grasos desde los tejidos periféricos hacia el higado, condicionada en gran
medida por cambios del perfil hormonal. Determinadas adipoquinas entre las que
destacan el TNF-a ejercen un efecto que incrementa la insulinresistencia, haciendo mas

sensible al tejido adiposo ante la accién de la lipasa hormonosensible.

Aungue no se haya determinado en este estudio, incluso en las fases mas
tempranas de la exposicion cronica al alcohol se observa un incremento de la
permeabilidad intestinal que condiciona una llegada masiva de bacterias intestinales al
higado. Estas bacterias estimulan a las células de Kupffer a través de su receptor TLR4
generando la sintesis de citoquinas, sobre todo de TNF-a. Cada vez se da mayor
importancia a este fendmeno inicial, ya que parece que sus consecuencias no quedan
restringidas al higado, sino que se manifiestan en o6rganos distantes. Lo cierto es que el
TNF-a favorece la lipolisis (no en vano se llamaba caquectina) ademas de la génesis de
ROS y citoquinas inflamatorias por parte de las células vecinas, como linfocitos, células
hepaticas, monocitos o células endoteliales. Es decir que indirectamente debe existir una

relacion entre el exceso de ROS y la esteatosis hepatica. Hemos encontrado que los
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niveles de GPX guardan una relacién inversa con la cantidad de grasa, lo que es
perfectamente congruente con la hipotesis que acabamos de esbozar. Nuestros
resultados concuerdan con los de otros estudios experimentales en los que la adicion de
un pro-oxidante genera esteatosis hepatica que se atenua con la adicion de glutation
(Jiang et al., 2010). Recordemos que la actividad del sistema del glutation guarda una
relacion directa con los niveles de selenio hepético, lo que explica que otros autores
también hayan encontrado que la manipulacion del selenio dietético modifica la
cantidad de grasa presente en el higado (Mueller et al., 2008). De hecho la actividad de
la GPX es dependiente de la cantidad de selenio, por lo que este resultado era esperable
(Garberg y Thullberg, 1996).

3. SUPERFICIE NUCLEAR.- En los estudios relacionados con la hepatopatia

alcohdlica se le ha prestado menor atencion a la superficie nuclear del hepatocito,
aunque por lo general en los hepatocitos balonizados se ha encontrado un aumento del
tamafio del nucleo (Baraona et al., 1975). Es dificil explicar los mecanismos que
subyacen a este incremento de tamafio nuclear aunque en principio podria atribuirse a

un incremento de la actividad sintética del DNA o del RNA.

Es cierto que en la hepatopatia alcohélica aparecen hepatocitos binucleados con
cierta frecuencia, aunque ocurre en fases mas avanzadas que la alcanzada por las ratas
de nuestro modelo experimental. Es igualmente cierto que gran parte del incremento de
las proteinas que se acumulan en el citoplasma obedece a un aumento de sintesis de las
mismas por un incremento de la cantidad de RNA transcrito (Baraona et al., 1975). En
nuestro estudio no hubo diferencias en el tamafio del nucleo entre los distintos grupos de
animales, pero se observo una relacion directa entre actividad antioxidante de la GPX y
la superficie nuclear, asi como entre el zinc hepatico y la superficie nuclear. Esto
permite especular que una adecuada actividad antioxidante podria estar favoreciendo la
funcién replicativa del hepatocito. El resultado relativo al zinc apoya esta hipotesis, ya
que éste es cofactor de diversas enzimas cuya principal actividad es promover la sintesis
de DNA y de RNA, es decir, de enzimas involucradas en la replicacion celular y la
sintesis proteica. Un incremento de la sintesis proteica podria explicar un aumento del

tamafno del nucleo y un incremento en la actividad replicativa podria justificar la
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presencia de hepatocitos binucleados. Tambien hay que resaltar que las relaciones
sefialadas tienen lugar de forma predominante en el &rea periportal, donde el aporte de
O, es mayor. Esto tiene Idgica, ya que el aporte de oxigeno es siempre necesario para el

funcionamiento de las vias sintéticas celulares de forma directa o indirecta.

4. FIBROSIS.- La ultima fase de la hepatopatia alcohdlica viene definida por el

deposito de tejido fibroso, que al igual que las otras alteraciones descritas es mas
marcado en la region pericentral (area 3 de Rapapport). El deposito de tejido fibroso es
un proceso complejo que exige una exposicion al alcohol que rara vez se consigue en
las ratas con el modelo de Lieber-de Carli, al menos de una forma tan importante como
la que se observa en la cirrosis hepética o en otros modelos experimentales. No obstante
en nuestro estudio si encontramos una cierta cantidad de deposito de tejido fibrotico,
aunque se aprecia un resultado paradojico ya que las ratas control son las que mayor
cantidad de fibrosis presentan. Subrayamos aqui que la medicion se hizo “a ciegas”, es
decir que desconociamos a qué grupo pertenecia cada muestra que analizdbamos. La
fibrosis se midié en muestras tefiidas con Tricromico de Masson, que confiere un color
rojo al tejido fibrético; en esta tincion muchas veces aparecen artefactos que pueden
modificar la medicién del valor real de la cantidad de fibrosis observada. Esto puede
explicar este resultado discordante, pero parece claro que en nuestro modelo el selenio
no mejora el depdsito de tejido fibroso, salvo quizas en el grupo mas vulnerable, es

decir, en el alcohdlico hipoproteico.

Esto contrasta con los resultados de otros autores, para quienes el beneficio del
selenio no quedaria restringido Unicamente a reducir la esteatosis hepatica sino que
también aminoraria la cantidad de tejido fibroso que se deposita en las formas mas
evolucionadas de hepatopatia (Clarke et al., 2010). Es interesante sefialar que en este
estudio que hemos citado la intensidad de la esteatosis parece condicionar una mayor
fibrogénesis. Recordemos que pese a que el selenio hepatico guardaba relacion inversa
con la esteatosis, el tratamiento con selenio no se asocio a una reduccion de la fibrosis.
Por lo tanto el efecto beneficioso del selenio en relacion con la fibrogénesis no se
confirma en nuestro estudio ya que la adicion de selenio apenas alteraba la cuantia de la
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fibrosis, que por otra parte fue més alta que en otros trabajos en la poblacion control. No
obstante en otros estudios, las ratas que habitualmente mas fibrosis desarrollan son las
alimentadas con dieta alcoholica hipoproteica, y en ese subgrupo la adicion de selenio si
generaba una reduccién mas de un 20% en la cantidad de fibrosis depositada (Conde-
Martel et al., 1990).

Aun cuando en nuestro estudio no hayamos encontrado relacion alguna entre la
cantidad de fibrosis y ninguno de los parametros relacionados con el dafio pro-oxidante
0 la defensa antioxidante, la lesion oxidante interviene también en la fibrogénesis
hepética, siendo bien conocido el papel del déficit de zinc en su progresion. En nuestro
estudio lo Unico que se observd es una débil relacion —no significativa— entre el
contenido hepatico de zinc y la cantidad de fibrosis, sin que por lo tanto podamos

afirmar que juegue ningun papel en esa alteracion.

5. INTERACCIONES.- En este estudio hemos analizado también otros

oligoelementos relacionados de forma fundamental con la actividad antioxidante. Las
interacciones que se observan en el comportamiento de distintos oligoelementos cuando
se suplementa la dieta con otros oligoelementos son complejas, conocidas s6lo
parcialmente y habitualmente estan sujetas a resultados contradictorios dependiendo del
modelo experimental seguido. En general la adicion de selenio en la dieta suele
provocar una disminucion de los niveles de cobre, tanto a nivel sérico como a nivel
tisular. Este resultado en cierta manera se ha reproducido en nuestro estudio: las ratas
tratadas con selenio presentaban globalmente niveles méas bajos de cobre hepético
(Z=4,03; p<0,001) y de cobre muscular (Z= 2,46 p=0,014). Estos resultados pueden
tener importancia sobre todo en fases méas avanzadas de la hepatopatia ya que el exceso
de cobre puede inducir la aparicion de fibrosis hepéatica (Aburto et al., 2001) al ser un
cofactor de la lisil oxidasa (Vasdasz et al., 2005) que forma parte de uno de los primeros
pasos metabdlicos necesarios para la sintesis de colageno. El hecho de que el selenio
induzca una deplecion de los niveles hepaticos de cobre subraya el posible efecto
beneficioso de este elemento en el desarrollo de hepatopatia.
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Otros autores han encontrado también que o bien la adicion de selenio provoca un
descenso de los niveles séricos o tisulares de cobre o bien existe una relacion inversa
entre el selenio sérico o tisular y el cobre (Yur et al., 2008; Ghazi et al., 2012) en
concordancia con los resultados encontrados en los niveles tisulares. La excrecion de
cobre urinaria esta disminuida en los animales tratados con selenio, lo que apoya una
menor absorcion intestinal de este elemento y/o una mayor excrecion biliar, como se ha

descrito.

Existe mayor disparidad en lo que respecta al efecto del selenio sobre el zinc.
Algunos autores han encontrado que el exceso de selenio en la dieta inhibe la absorcién
de zinc, a pesar de que al parecer los lugares prioritarios de absorcion en el intestino
difieren. Asi el selenio se absorbe fundamentalmente en el duodeno, mientras que la
absorcion de zinc es mas difusa, abarcando todo el tracto digestivo (Gregus et al.,
1986). Otros encuentran que la adicion de selenio se asocia también a un incremento de
zinc tisular y sérico. Finalmente, los menos encuentran que el exceso de selenio provoca
un déficit de zinc. En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significativas en
lo que respecta a los niveles tisulares de zinc en las ratas tratadas o0 no con selenio. Sin
embargo hay una relacion estrecha entre los niveles de selenio y zinc hepético (R=0,69,
p<0,001); hay una tendencia a la disminucién de la excrecién de zinc en orina en las
ratas tratadas con selenio, asi como también un descenso de los niveles de zinc en el
musculo, aunque no significativo. Podria especularse que el déficit de zinc obedece en
parte a una defectuosa absorcion, lo que explicaria la tendencia a presentar menores
niveles en la que es la mayor reserva cuantitativa que es el muasculo; este déficit puede
condicionar una menor excrecion urinaria, en concordancia con los autores citados en

primer lugar.

El efecto neutro que tiene el selenio sobre el zinc hepatico le resta relevancia a
esta eventual interferencia con la absorcion de zinc. Lo cierto es que estos dos
elementos son los principales agentes capaces de ejercer un efecto antioxidante, por lo
que es logico que exista un equilibrio entre ambos. Asi se ha visto que la demanda de
selenio tisular se incrementa en situaciones de déficit de zinc, provocando un descenso

de los niveles séricos del mismo (Fatmi et al., 2013).
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También hay disparidad en las interacciones entre selenio y hierro. Algunos
autores observan que la adicion de selenio incrementa los niveles hepaticos de hierro,
mientras que otros encuentran que, o bien no los modifica, o bien los disminuye
(Chareopong-Kawamoto, 1995; Khan et al., 1993). En nuestro estudio no detectamos
que el selenio influyera en el contenido hepético de hierro, sino que mas bien tiende a
provocar un descenso en los niveles musculares de forma paralela a como ocurria con el
zinc. De nuevo este efecto puede tener consecuencias positivas para el animal tratado
con selenio, ya que el hierro es un potente pro-oxidante involucrado en la lesién
hepética, en la peroxidacion lipidica y eventualmente en el desarrollo de la cirrosis
hepética y del hepatocarcinoma.

Maés escasas son las referencias relativas a la interaccion entre selenio y el
manganeso. EI manganeso es un cofactor de la forma de la superoxido dismutasa
manganeso dependiente, cuya actividad se acopla con la de la superéxido dismutasa
zinc-cobre dependiente (Zn-Cu-SOD). En situaciones de déficit de manganeso se
observa que la actividad de esta Ultima aumenta hasta seis veces, pese a lo cual no se
logra evitar totalmente la peroxidacion lipidica (Khan et al., 1993; Zidenberg-Cheer et
al., 1983). Existe por lo tanto aqui también un equilibrio y una compensacion entre
distintos sistemas antioxidantes; podria esperarse algo parecido en relacion con el
selenio. En algunos estudios el selenio aumenta aparentemente los niveles de
manganeso tisulares (o al menos los normaliza) en situaciones de déficit de manganeso
(Farrag EK, 1999; Ong et al., 2004). Este resultado no se corrobora en absoluto en
nuestro estudio, ya que no encontramos que el selenio modifique los niveles tisulares de

manganeso ni urinarios.
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1.- En el modelo experimental seguido, el tratamiento con etanol y/o dieta

hipoproteica provoca esteatosis hepatica y balonamiento hepatocitario.

2.- El tratamiento con selenio reduce la acumulacién de grasa y el balonamiento
hepatocitario, observandose una relacion inversa entre el tamafio de los hepatocitos y el
selenio hepatico, y entre la intensidad de la esteatosis hepatica y el selenio sérico. En
cambio no hemos encontrado que la adicion de selenio reduzca el depdsito de tejido

fibroso (aunque éste es escaso en el modelo experimental utilizado)

3.- La alteracion descrita se acomparfia de cambios paralelos en la actividad de la
Glutation Peroxidasa. El selenio hepatico guarda una relacion directa con la actividad de
la glutation peroxidasa e inversa con la peroxidacion lipidica, en concordancia con su

accion antioxidante.

4.- El selenio tiende a disminuir los niveles hepaticos de cobre y ejerce sobre el
mismo un efecto independiente en el analisis multivariante. Dado el papel del cobre
como oxidante y cofactor de lesion oxidativa (necrosis y aumento de la sintesis de
colageno), este efecto del selenio converge con las acciones descritas sobre la
peroxidacion lipidica, la actividad antioxidante, el balonamiento hepatocitario y la
intensidad de la esteatosis.
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