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ABREVIATURAS UTILIZADAS

ACTH: Hormona adrenocorticotropa
Ad: Adrenalina

ADH: Alcohol deshidrogenasa
ADH: Hormona antidiurética

AG: Acidos grasos.

ALDH: Aldehido deshidrogenasa
Aldo: Aldosterona

ALT: Alanina transaminasa
AMPKk: Proteina quinasa adenosina
monofosfato

Ang I: Angiotensina |

Ang Il: Angiotensina

AST: Aspartato transaminasa
BD: “Binge drinking”

C.D.A: Absorcién aparente de Se
CARD: Dominio de reclutamiento
asociado a caspasas

CAT: Catalasa

CRH: Corticotropina

CYP2EL: Citocromo P450 2E1
DD: Dominio de muerte

DED: Dominio efector de muerte

DIO: Deionidasas

ECA: Enzima convertidora de
angiotensina

EEFA sintetasa: Acido graso etil
ester sintetasa

EEFA: Esteres etilicos de los acidos
grasos

EFNa: Excrecién fraccional de sodio
eNOS: Oxido nitrico sintetasa

EO: Estrés oxidativo

ERO: Especie reactiva de oxigeno
FASD: Trastornos del espectro
alcohdlico fetal

FC: Frecuencia cardiaca

GC: Grupos carbonilos

GPx: Glutation peroxidasa

GR: Glutatién reductasa

GSH: Glutation

GSSG: Glutation oxidado

GTTK: Grandiente transtubular de K*
HDL: Lipoproteinas plasméticas de
alta densidad

HHA: Eje hipotalamico-hipofisario-

adrenal
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HTA: Hipertension

IL-6: Interleukina 6

IRS-1: Sustrato de receptor de
insulina

K*: Potasio

LDL: Lipoproteinas plasmaticas de
baja densidad

MDA: Malondialdehido

Na’: Sodio

Nad: Noradrenalina

NADH: Nicotinamida adenina
dinucledtido

NADPH: Nicotinamin adenin
dinucledtido fosfato reducido
NF-kB: Factor nuclear kappa B
NO: Oxido nitrico

PAD: Presion arterial diastélica
PAM: Presion arterial media
PAS: Presion arterial sistdlica
PPARa: Receptor de peroxisoma
proliferador activado o

PPARYy: Receptor activado por
proliferador de peroxisomas y
PTEN: Fosfatidilinositol-3,4,5-

trisfosfato 3-fosfatasa

PTP1B: Proteina tirosina fosfatasa 1B
RI: Resistencia a la insulina

RL: Radicales libres

Se: Selenio

Sel P: Selenoproteina P

SIRTSs: Sirtuinas

SMOE: Sistema microsomal oxidativo
del etanol

SNA: Sistema nervioso autbnomo
SNS: Sistema nervioso simpatico
SOD: Superoxido dismutasa

SRAA: Sistema renina angiotensina
aldosterona

STATS3: Transductor de sefal y
activador de la transcripcion 3
TBARS: Acido tiobarbittrico

TFG: Tasa de filtracion glomerular
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a
tPAI-1: Inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1

TrxR: Tioredoxinas reductasas
UBE: Unidades de bebida estandar
VEGF: Factor de crecimiento

endotelial vascular
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1. RESUMEN

Actualmente, el consumo de alcohol en forma de “binge drinking” en los
adolescentes es un problema social puesto que la adolescencia constituye una
etapa de desarrollo muy vulnerable. Ademas, este patron de consumo de
alcohol produce estrés oxidativo debido a que su metabolismo oxidativo genera
grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno, comprometiendo a las

enzimas antioxidantes endégenas.

Este consumo agudo de alcohol afecta a la funcionalidad del sistema
cardiovascular ya que existe una relacion directa entre el BD y la aparicion de
arritmias e hipertension, aunque los mecanismos que desencadenan estas
patologias aln no se conocen con exactitud. Entre los mecanismos que cobran

MA&s peso estan el estrés oxidativo generado y las alteraciones renales.

El selenio, un elemento esencial para la vida, disminuye sus niveles tras
el “binge drinking” comprometiendo la actividad antioxidante puesto que actua
fisiolégicamente a través de diferentes selenoproteinas con funcion
antioxidantes como la glutation peroxidasa (GPx-1, GPx-3 y GPx-4) y la

selenoproteina P.

Para analizar la implicaciéon del BD sobre el sistema cardiovascular y
renal y la efectividad de la terapia de suplementacion con Se, tras el consumo
agudo de alcohol en adolescentes, se analizaron los depdsitos tisulares y
séricos de Se, asi como su absorcion aparente y retencién, y los parametros
metabdlicos. También se midio la actividad antioxidante sérica, cardiaca y renal
a través de las enzimas antioxidantes endogenas (CAT, SOD, GPx y GR) asi
como, la oxidacion de lipidos y proteinas y, la expresion de GPx-1, GPx-3,
GPx-4 y Sel P. Con el fin de valorar la funcionalidad de los 6rganos valorados,
corazén y riidn, se ha determinado el balance inflamatorio y apoptotico
mediante la expresion de NF-kB y caspasa-3, distintos marcadores vasculares
y se ha medido la presion arterial y parametros relacionados con la funcion

renal.

Los resultados muestran que el “binge drinking” disminuye los niveles de

Se séricos y tisulares, modifica algunos parametros bioquimicos relacionados
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con alteraciones hepaticas y metabdlicas. El balance oxidativo esta disminuido
en corazén y rifidn, siendo la GPx la enzima mas afectada por esta droga vy, el
balance inflamatorio y apoptotico esta alterado en corazon y rifidn por la menor

expresion de GPx-4.

El consumo agudo de alcohol compromete la funcionalidad cardiaca,
aumentado la presion arterial y frecuencia cardiaca, y la funcionalidad renal
disminuyendo la tasa de filtracion glomerular y el aclaramiento de aldosterona,
asi como, produce disfunciéon endotelial al estar aumentado los marcadores
vasculares Cav-1, VEGF, CTGF y tPAI-1.

La suplementacién con Se utilizada mejora sustancialmente el balance
oxidativo, inflamatorio y apoptético. A nivel funcional, previene la hipertension
arterial provocada por el BD puesto que disminuye la frecuencia cardiaca y
mejora el balance hidrico y salino.

En conclusion la suplementacion de Se utilizada se podria considerarse
como una terapia de gran eficiencia biolégica en adolescentes que consumen
alcohol tipo BD ya que previene las alteraciones cardiovasculares y renales que

produce este tipo de consumo.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICO

2.1. ALCOHOL
2.1.1. Generalidades

El alcohol, sustancia psicoactiva que crea dependencia, afecta a las
personas y a las sociedades de diferentes maneras. Sus efectos estan
determinados por el volumen de alcohol consumido, el sexo, los habitos de
consumo Yy la calidad del alcohol. De acuerdo con la OMS (2018), la ingesta
excesiva de alcohol es una de las principales causas de mortalidad,
provocando 3,3 millones de muertes en el mundo al afio lo que supone el 5,9%
de todas las defunciones, y siendo el factor causal de mas de 200 trastornos y
enfermedades. Las consecuencias del consumo de alcohol presentan una
etiologia compleja, pudiendo ser el resultado de una combinacién de factores
genéticos, fisicos, sociales y ambientales.

En Espafia, el consumo de alcohol se ha asociado tradicionalmente a la
poblacion adulta y se ha caracterizado por la regularidad de su uso, y su
vinculacion a la dieta y a los acontecimientos sociales. Sin embargo, en las
Gltimas décadas se han experimentado cambios muy importantes en las
cantidades ingeridas, en los patrones y en el significado de su consumo
(Sanchez-Pardo, 2001), ya que, ha ganado popularidad entre los adolescentes
un nuevo patron de consumo de alcohol, llamado “binge drinking” (BD) o
“botellon” (Sanchez-Pardo, 2002).

2.1.2. “Binge drinking”

El “binge drinking” (termino anglosajon) o “botelléon”, como es conocido
en Espafia, es un término que se utiliza para caracterizar un comportamiento
que consiste en consumir alcohol de forma intensiva y episédicamente. En los
Estados Unidos, ha sido definido como el patréon de consumo de alcohol que
eleva el nivel de su concentracion en sangre a 80 mg/dL, lo que equivaldria, en
ese pais, a 5 0 mas bebidas para hombres y 4 o0 mas bebidas para mujeres,
consumidas en aproximadamente dos horas (National Institute on Alcohol
Abuse and Alcoholism, 2004). Actualmente, de hecho, el alcohol es la droga

mas usada y distribuida entre los jovenes (Lisdahl y cols., 2013).
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En Espafa, desde un punto de vista preventivo y encuadrado en un
contexto de promocion de la salud publica, se ha sugerido la siguiente
definicion para el BD: consumo de 60 g o mas, de alcohol en varones (6
bebidas) y de 40 g o mas, en mujeres (4 bebidas), concentrado en una sesion
de consumo (normalmente en un periodo de 4-6 horas), en la que se mantiene
un determinado nivel de intoxicacion (presencia de alcohol en la sangre no
inferior a 0.8 g/L) (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008). Aspectos como las
diferencias entre paises en los gramos de alcohol de las unidades de bebida
estandar (UBE), la frecuencia de los episodios de consumo y la duracion de los
mismos dificultan el establecimiento de una definicion internacional del término
(Paraday cols., 2011).

Respecto a la prevalencia de alcohol, en Espafa, esta es ligeramente
mayor en las chicas y, en términos de edad, los mayores incrementos de esta
practica se producen entre los 14 y 16 afios. A los 17 afios, la dimension que
adquiere el botellbn entre chicos y chicas es semejante, encontrando que
aproximadamente 7 de cada 10 jévenes ha participado en uno en el Gltimo afio.
Sin embargo, cuando se centra el analisis en el grupo que tiene 18 afios, se
percibe que el botellon esta ligeramente mas extendido entre los chicos. En
Espafia, la Ultima encuesta realizada sobre alcohol y drogas en la poblacion
general (2015-2016), llevada a cabo por la Delegacion del Gobierno para el
Plan Nacional sobre Drogas (DGPNSD) publicada en 2016, por el Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad afirma que en referencia a los ultimos
30 dias, aproximadamente 2 de cada 3 jovenes (68,2%) ha bebido alcohol,
observando que el 22,2% de los estudiantes ha sufrido una borrachera en este
periodo y el 32,2% ha realizado BD, es decir, ha tomado 5 o mas vasos de

bebidas alcohdlicas en un intervalo aproximado de mas de 2 horas.

Segun diversos autores el consumo abusivo de los jovenes los fines de
semana se ha convertido en un problema de salud publica que puede tener
consecuencias a corto y largo plazo (Martinotti y cols., 2016; Johnston y cols.,
2014; Timon vy cols, 2012). Las consecuencias a corto plazo pueden ser coma
etilico, accidentes de traficos y comportamiento agresivo. Por otro lado, la
principal consecuencia a largo plazo demostrada en numerosos estudios

epidemioldgicos (Ehlers y cols., 2010; Hicks y cols., 2010; Hingson y cols.,

6
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2008) es la dependencia al alcohol en la edad adulta cuando se ha consumido
alcohol durante la adolescencia.

En cualquier caso, el abuso agudo del consumo de alcohol afecta a
todos los 6rganos, aunque los cambios mas llamativos se produzcan a nivel del
sistema nervioso central y del higado, principal 6rgano metabolizador de esta
droga que también se ve especialmente afectado. Recientemente, a corto
plazo, se ha demostrado que hay apoptosis en los hepatocitos por la via
mitocondrial (Tian y cols., 2016). Ademas, Binder y cols. (2016) han
encontrado, en el primer ensayo clinico que estudia el consumo agudo de
alcohol y la funcion hepética, que un evento de BD puede dafar las células
hepéaticas ya que los niveles de aspartato transaminasa (AST) y alanina
transaminasa (ALT) estdn aumentados, particularmente la ratio de
transaminasas AST/ALT, la cual indica la existencia de dafio hepatico. En
ratas, ademas de estar aumentada la ratio de transaminasas, también hay un
aumento del estrés oxidativo (EO) (Ojeda y cols., 2016; Ojeda y cols., 2015;
Nogales y cols., 2014). EI EO es una situaciébn de desequilibrio entre las
moléculas oxidantes y reductoras en el organismo que dafia a las biomoléculas

y genera disfuncion celular.

El BD también tiene efectos a largo plazo a nivel hepatico, ya que el
consumo agudo de alcohol de forma repetida parece estar relacionado con tres
hepatopatias distintas: higado graso, hepatitis alcohdlica y cirrosis alcohdlica, la
cual, eventualmente, puede progresar hasta el carcinoma hepatocelular
(Shubha y cols., 2018).

Por otro lado, cada vez mas estudios afirman que el consumo agudo y
puntual de alcohol dafia al corazon y al rifién ya que este patron de consumo
ha sido relacionado con desordenes cardiovasculares incluyendo
cardiomiopatias, hipertension arterial y enfermedad de la arteria coronaria
(Piano y cols., 2017). Mas aun, a nivel cardiovascular, el BD esta asociado con
un incremento de la presidn sanguinea a largo plazo. Por lo tanto, los jovenes
expuestos a repetidos episodios de botellbn presentan un alto riesgo de
desarrollar pre-hipertension arterial, hipertension arterial e infarto de miocardio

en la edad adulta y en la etapa de jovenes adultos (de 18 a 30 afios) (Piano y
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cols., 2017). En esta linea, Wellman y cols., 2016 sugieren que el BD en
jovenes adultos favorece el riesgo de incrementar la presion arterial sistodlica
(PAS). Dado que la PAS es un fuerte predictor del riesgo cardiovascular futuro
(Mourad, 2008), los aumentos observados en la presion sanguinea asociados
con el BD pueden tener importantes consecuencias a largo plazo. Los
mecanismos por los cuales el BD produce estas alteraciones cardiovasculares
no estan del todo claro, sin embargo, hay evidencias disponibles que sugieren

gue el BD induce EO y dafio vascular, ademas de ser un factor proaterogénico.

En este contexto, diversos autores coinciden en que el EO inducido por el
metabolismo del alcohol desempeia un papel primordial en el dafo tisular
provocado por el alcohol. Asi, el metabolismo oxidativo del alcohol por vias
oxidativas, via principal, induce la produccion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) y radicales libres (RL), ambos sustancias oxidantes; ademas, esta
droga afecta a los sistemas de defensa antioxidantes enddgenos, provocando
por todo ello un desequilibrio oxidativo a favor de la oxidacion considerandose
un agente pro-oxidante (Pérez de la Cruz y cols., 2008). Este hecho puede
desencadenar una serie de dafos irreparables en las biomoléculas: lipidos,
proteinas y DNA que afectan al funcionamiento de las células y los 6rganos. En
concreto el consumo agudo de alcohol es especialmente prooxidante, como

veremos posteriormente al analizar el metabolismo del etanol.

2.1.3. Metabolismo del alcohol

El etanol se metaboliza en el organismo por vias metabdlicas oxidativas,
via principal (90-98%), y vias no oxidativas, via minoritaria. Mediante las vias
metabdlicas oxidativas el alcohol termina transformandose en acetaldehido y

generando EROs (Zima y cols., 2001).

Vias Oxidativas:

Existen tres vias oxidativas mediante las cuales se produce el metabolismo
del alcohol que implican tres enzimas: alcohol deshidrogenasa (ADH), el
sistema microsomal oxidativo del etanol (SMOE) por medio del citocromo P450
2E1 (CYP2EL) y la catalasa (CAT) (Lieber 2005; 1998; 1992).
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La eliminacién del alcohol por vias metabdlicas no oxidativas se lleva a
cabo por rutas metabdlicas menores como esterificacion de &cidos grasos,
reacciones de conjugacion y reacciones dependientes de radicales de oxigeno
(Wurts y cols., 2000; Laposata, 1996; Cederbaum, 1987) y, una parte del
alcohol se elimina directamente sin ser metabolizado por la orina, la respiracion
y el sudor (2-10%) (Sanchis y cols., 1999; Agarwal, 1988).

La via metabolica oxidativa se produce principalmente en el higado (80%),
pero también hay otros tejidos con capacidad de metabolizar el alcohol por vias

oxidativas como estdbmago, intestino y rifion (Lieber, 1997).

Numerosos estudios, han mostrado que la concentracion de etanol en
sangre puede ser apreciablemente menor cuando una misma dosis es
administrada por via oral en lugar de por via intravenosa, indicando, por tanto,
cierto metabolismo del etanol ingerido, antes de alcanzar la circulacién
periférica. Asi, una vez ingerido, el etanol llega en primer lugar al tracto
gastrointestinal, donde puede ser metabolizado antes de su llegada a la
circulacién general, lo que se conoce como metabolismo de primer paso del
etanol, este valor puede representar hasta un 20% del metabolismo oxidativo y
es llevado a cabo por la ADH géstrica (Frezza y cols., 1990). Una vez sometido
parte del etanol ingerido al metabolismo de primer paso, el etanol no
metabolizado se absorbe y pasa de sangre al higado por la via porta hepatica
donde tiene lugar la mayor parte de su metabolizacién oxidativa (Lieber, 1997).
Ademas, otros tejidos corporales tales como el riibn o el corazén han
demostrado su capacidad para metabolizar el etanol a acetaldehido cuando los

niveles de alcohol en sangre son elevados.

La actuacion de la alcohol deshidrogenasa (ADH) es fundamental para
el metabolismo oxidativo del alcohol. La mayor parte del etanol es oxidado por
esta via, ya que, en circunstancias fisiolégicas normales, la SMOE metaboliza
el 10% del alcohol en el higado, y la catalasa solo un 2% (Guo y Ren, 2010;
Manzo-Avalos y Saavedra Molina, 2010; Cederbaum y cols., 2009). La ADH se
encuentra predominantemente en el citosol hepatico, aunque también se
expresa en otros tejidos, entre ellos el estbmago y el rifion, siendo la ADH

gastrica responsable del primer paso metabdlico del alcohol, actuando como
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barrera protectora y modulando su paso a la circulacién sistémica (Fortea y
cols., 1999; Bode y Bode, 2003). La dotacion enzimética de ADH es limitada, lo
que explica que exista una capacidad fija para metabolizar el alcohol, que se

calcula en unos 8-10 g/hora (120 mg/kg/hora, 10 ml/hora).

Figura 2.1.3. Esquema del metabolismo del etanol

Eliminacién 2-10%
Etanol (7.1kcal)
Pulmonar, sudor, orina

y vias no oxidativas l
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20%

Metabolismo
hepético
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CH,CH,OH

Aumenta la cantidad
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cantidad de alcohol

PN NADH \
/ {
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CH3CH20H: etanol; CH3sCOH: acetaldehido; CH3COO- : acetato, CH3C=0-SCoA: acetil coenzima A; AG
acidos grasos.

La ADH, presenta un amplio polimorfismo en humanos, pero también en los
roedores, es un sistema que implica varios genes y alelos que dan lugar a
diferentes subtipos de isoenzimas que se han agrupado en tres clases (I, II, Ill)
de acuerdo a sus propiedades funcionales y fisicoquimicas (Kitson y Weiner,
1996; Valle y Bazzone, 1983). Estas enzimas se encuentran constituidas por la
combinacion de 8 subunidades distintas a, B1, B2, B3, Y1, Y2, TT Y X que son
codificadas por cinco genes de ADH 1 a ADH 5 (Bosron y Li, 1987).

10



Antecedentes bibliogréaficos Paula Sobrino Calero

En las personas que consumen alcohol de forma esporadica o en dosis
moderadas, la ADH hepética es la enzima encargada de llevar a cabo la
oxidacion de la mayor parte del etanol ingerido y convertirlo en acetaldehido,
una molécula muy toxica, con la consiguiente formacion de la coenzima
nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) a partir de la misma coenzima en su
forma oxidada (NAD"). El exceso de NADH tiene consecuencia en la cadena
transportadora de electrones, pues disminuyen los niveles de NAD" disponibles
para que esta funcione adecuadamente haciendo que produzca un exceso de
radicales superoxidos y ERO altamente toxicas favoreciendo el EO (Bailey y
Cunningham, 2002). Ademés, el exceso de NADH promueve lesiones
hepaticas mediante la disminucion de la glucogénesis y la sintesis de acidos
grasos. En el citosol, el NADH es transportado dentro de la mitocondria y
disminuye las necesidades de NADH procedente del ciclo de acido citrico y de
la B-oxidacién de los acidos grasos, que en estado normal actiian como fuente

de energia para el higado.

También, el exceso de NADH aumenta la concentracion de a-glicerofosfato,
que favorece la acumulacion de triglicéridos hepaticos por atrapamiento de
acidos grasos. Ademas, los equivalentes reductores pueden pasar de NADH a
nicotinamin adenin dinucleétido fosfato reducido (NADPH), los cuales pueden
ser utilizados en la sintesis de acidos grasos (Lieber y Pignon, 1989).

Las Ultimas investigaciones apuntan a esta disminucién de NAD* como una
de las principales causas del dafio provocado por el consumo de alcohol, y en
especial, por el BD (French, 2016). Puesto que el NAD" sirve como coenzima
en muchas reacciones de oxidacién-reduccion, por ejemplo, en dos enzimas
importantes del metabolismo del alcohol, la ADH y el aldehido deshidrogenasa
(ALDH), y como cosustrato de otras enzimas como las sirtuinas (SIRTS), que
participan en la desacetilacién de numerosas proteinas hepéaticas. Altos niveles
de alcohol en el organismo, disminuyen los niveles de NAD" puesto que son
reducidos a NADH y, no estan disponibles para actuar como coenzima en la
desacetilacion de moléculas debido a las SIRT desacetilasas (Verdin, 2015;
Bardag-Gorce y cols., 2002). Hay funciones biolodgicas que pueden estar
comprometidas debido a la inactividad de las SIRTs como consecuencia de los
bajos niveles de NAD", alterando la hiperacetilacién de numerosas proteinas

11
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acumuladas en el higado, como por ejemplo, la proteina quinasa adenosina
monofosfato (AMPKk), el receptor activado por proliferador de peroxisoma a
(PPARQ) vy el factor nuclear kappa B (NF-kB) con multiples funciones como el
incremento de la oxidacion de acidos grasos, gluconeogénesis y sensibilidad a
la insulina (Haigis y Sinclair, 2010), asi como, juega un papel importante en la
apoptosis, en la reparacion de DNA, inflamacién y produccion de energia
(Purusholham y cols., 2012). Cabe destacar la disfuncién mitocondrial que tiene

lugar cuando disminuyen los niveles de NAD" (Stipp, 2015).

Por otro lado, el acetaldehido es una molécula de 10 a 30 veces mas toxica
que el etanol, ademas de ser mutagénica y teratogénica. La toxicidad del
acetaldehido, se debe, en parte, a su capacidad de formar aductos con
diversas moléculas, principalmente con proteinas (Rintala y cols., 2000)
resultando en la produccion de anticuerpos, inactivacion de diversas moléculas
con actividad bioldgica e inhibicién de la reparacion del DNA. Ademas, puede
afectar a la sintesis y secrecién de proteinas (Lieber, 1985), promover la
peroxidacién lipidica a través de su union al glutation reducido (Salaspuro,
1985) e inducir alteraciones morfolégicas y funcionales en las mitocondrias,

reduciendo su capacidad respiratoria (Lieber, 1995).

El acetaldehido formado se transforma a su vez en acetato por medio de la
enzima ALDH que se produce practicamente en su totalidad en el higado
(Zakhari, 2006; Lieber, 2005). Existen multiples formas moleculares de la ALDH
en el higado humano y de rata, pero solo ALDH1 y ALDH2 parecen estar
involucradas en la oxidacion del acetaldehido. ALDH1 presenta una alta Ky, (30
UM) y esté presente en la fraccion citosoélica de la célula. ALDH2 o ALDH de
baja Ky (3 uM), localizada en la fraccion mitocondrial, es la principal

responsable de la oxidacion del acetaldehido en el higado.

La ALDH también consume NAD® generando NADH tras metabolizar el
acetaldehido a acetato, por ello, los niveles hepéaticos de NAD™ siguen
disminuyendo, comprometiendo multiples funciones biolégicas como se ha
comentado anteriormente, y aumentando los de NADH con los consiguientes
dafios en la cadena de transporte de electrones, favoreciendo la formacion de

EROs y la sintesis de acidos grasos.

12
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El sistema microsomal oxidativo del etanol (SMOE), dependiente del
citocromo P-450, constituye la segunda via de oxidaciéon del etanol. Este
sistema presenta varias isoformas, las cuales poseen distintas capacidades de
oxidar el etanol. La isoforma CYP2E1, ubicada en el reticulo endoplasmatico
hepético, es inducida por un consumo crénico y agudo de alcohol y desempefia
un papel importante metabolizando el alcohol a acetaldehido ante
concentraciones elevadas (Artun y cols., 2010; Lu y Cederbaum, 2008; Das y
Vasudevan, 2007;). Por eso, este sistema juega un papel importante en el BD,
donde el nivel de alcohol aumenta de forma brusca. Cuando esto ocurre la
ADH se satura y la SMOE se activa especialmente generando mayor cantidad
de EROs. Esta es una de las causas por las que los efectos del consumo
agudo de alcohol difiere del consumo crénico. Existe una correlacién entre el
grado de induccion de esta isoforma y la produccion de radicales libres como el
anion Oy y el H,O,, especialmente dafiinos (Dey y Cederbaum, 2006; Wu y
cols., 2006). La elevada eficiencia en reducir el O, a O, y H,O, por el CYP2E1
lleva a que éste sea considerado uno de los factores clave que favorecen el EO
producido por el consumo crénico y especialmente agudo de alcohol (Lu y
Cederbaum, 2008; Albano, 2006).

El aumento de actividad de la SMOE conlleva al consumo de mayor
cantidad de NADPH ya que es un cofactor necesario para su funcionamiento.
Este aumento de consumo tiene consecuencias, pues es necesario para la

sintesis de glutation (GSH) generado por la enzima glutation reductasa (GR).

La catalasa (CAT), es una enzima antioxidante que participa tan solo un
2%, en la oxidacion del etanol, al menos en el higado (Lieber, 1999). Se ubica
en los peroxisomas celulares y especialmente en el higado, requiere la
produccion de una cantidad significativa de H,O, que puede ser generada
mediante la oxidacién de NADPH por accién de la NADPH oxidasa o por la
oxidacion de la hipoxantina por la xantina oxidasa (Comporti y cols., 2010;
Lieber, 1997). Por todo ello, esta enzima es conocida como una de las cuatro
enzimas enddgenas antioxidantes que tiene nuestro organismo pues

transforma H,O, en agua y oxigeno.
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La eliminacion oxidativa extrahepatica del etanol (aproximadamente el 10%)
se realiza principalmente a través de la oxidacion catalizada por la ADH,
representada por las formas ADH1 y ADH4, que se distribuyen en varios tejidos
extrahepaticos. Aunque es cuantitativamente poco importante, implica un nivel
activo de oxidacion de etanol en distintas células y tejidos del organismo. Los
tejidos mas implicados son sobre todo el pulmén (Yang y cols., 2002), cerebro
(Galter y cols., 2003), estomago y rifion (Buhler y von Wartburg, 1982), es6fago
(Yin y cols., 1993), recto (Koivisto y Salaspuro, 1996), pancreas (Jelski y cols.,
2011), intestino delgado y colon (Pronko y cols., 2002), glandula salival
(Waskiewicz y cols., 2014), prostata (Gomez y cols., 2007), tiroide, suprarenal,
tejido adiposo, piel, pecho y vesicula biliar (Saleem y cols., 1984) en los cuales
se ha detectado las formas ADH1 y/o ADH4.

Vias no Oxidativas:

Como ya se comentd, ademas de las principales vias oxidativas, existen
otros mecanismos para metabolizar el etanol que son las vias metabdlicas no
oxidativas: reacciones de conjugacion, esterificacion de los acidos grasos y
reacciones dependientes de radicales de oxigeno.

En las reacciones de conjugacion con acido glucurénico o con sulfato, el
etanol puede ser metabolizado formando etilglucuronido o etilsulfato,
actualmente usados como marcadores del consumo alcohdlico, porque puede
persistir y se puede detectar por largo tiempo después de que el alcohol se
haya eliminado completamente del organismo (Wurst y cols., 2000).

Otras de las vias no oxidativas es aquella por la que se forman los esteres
etilicos de los &cidos grasos (EEFA) en los Organos dafiados mas
frecuentemente por el alcohol: higado y tejidos extrahepaticos, principalmente
en el pancreas y tejido adiposo y, en menor medida, el cerebro y corazén
(Quertemont, 2004; Beckemeir y Bora, 1998; Zimatkin y Deitrich, 1995). Los
EEFA son metabolitos del etanol formados por la esterificacion de este con los
acidos grasos por la enzima acido graso etil ester sintetasa (EEFA sintetasa)
presente en alta concentracion en estos tejidos. Los efectos fisioldgicos de la
formacion de esteres etilicos consisten en la afectacion de la capacidad

oxidativa de la mitocondria, aunque también se ha descrito su capacidad para
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desordenar las membranas celulares. Estos metabolitos parecen tener una
especial relevancia para el dafio tisular cerebral originado por el consumo
cronico de cantidades abundantes de alcohol (Aragon y cols., 2002; Laposata,
1996).

La tercera de las vias no oxidativas son las reacciones dependientes de
radicales libres ya que el etanol es un agente eliminador de radicales de
oxigeno y se puede oxidar a acetaldehido al reaccionar ante especies con
radicales del tipo hidroxilo o ferrilo. Estos radicales no tienen importancia
metabdlica por su toxicidad pero con estas reacciones es posible generar

radicales de etanol, como el radical 1-hidroxietilo (Cederbaum, 1987).

2.1.4. Metabolismo del alcohol en el corazén y en el rifidn

El consumo agudo de alcohol afecta ampliamente al organismo, en
especial al higado, ya que como se ha comentado anteriormente, es el principal
organo metabolizador del etanol pero también el corazén y el riidn son 6rganos
metabolizadores de etanol, pues parte del alcohol ingerido no metabolizado
pasa a sangre y de alli a estos tejidos. Estos dos érganos presentan diferentes
expresiones y actividades de las tres enzimas encargadas del metabolismo
oxidativo del alcohol, haciendo que tengan sus peculiaridades a la hora de
metabolizar el alcohol por vias oxidativas y generar EO.

En el rifdn, el metabolismo del etanol tiene lugar por las tres vias
metabdlicas oxidativas, ADH, SMOE y CAT, al igual que en el higado (Figura
2.1.4). De estas tres vias oxidativas, la principal es la enzima ADH ya que el
rifidn constituye el tejido extrahepatico que presenta mayor cantidad de esta
enzima, del orden de ocho veces mas cantidad de esta enzima que en el
corazén y diez veces mas que en el pancreas. Las otras dos vias también
metabolizan el etanol ingerido, pero, en menor medida respecto a la ADH (Das
y Vasudevan, 2008).

Estudios previos determinan que, cuando las ratas son tratadas con
alcohol al 20% durante 10 semanas se produce un incremento en las

actividades de ADH y catalasa en el rifidn (Orellana y cols., 1998). En el caso
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de la enzima ADH el aumento es practicamente el doble al valor control y en el
de la catalasa es el triple.

La isoforma de la ADH presente en este 6rgano es muy similar o idéntica
a la ADH-1 del higado (Qulali y cols., 1991).

Por otro lado, la presencia de SMOE en el rifion no se ha medido
expresamente pero se conoce que aumenta proporcionalmente tras el
consumo de alcohol asi como en el higado (Teschke y cols., 1981), por lo
tanto, también aumenta la produccion de acetaldehido y EROs por esta via
cuando la concentracion de alcohol que llega al rifién es elevada, como podria

ser el caso del BD.

Este aumento de la metabolizacion renal de etanol debido a los altos
niveles de alcohol ingerido, provoca un aumento de los niveles de acetaldehido
y NADH. Este exceso de NADH es reducido por el incremento de la actividad
de las enzimas malato deshidrogenasa y aspartato transaminasa, aunque, tras
un consumo elevado de alcohol, el rifidbn no es capaz de reducir el exceso de
NADH ya que las enzimas que lo reducen no aumentan mas su actividad, por
lo tanto, este exceso aumenta el EO ya que como se ha comentado
anteriormente el exceso de NADH tiene consecuencia en la cadena
transportadora de electrones produciendo un exceso de radicales superéxidos
(Nechifor y Dinu, 2011). Para el BD no hay estudios que establezcan que
ocurre lo mismo pero se puede afirmar que quizas el mecanismo de accién es

similar ya que los niveles de alcohol son muy elevados.

En consonancia con lo anterior, se ha demostrado que el consumo de
alcohol también induce el aumento de la oxidacién mitocondrial de los acidos
grasos, ya que el consumo de alcohol durante largos periodos de tiempo
aumenta de tres a cuatro veces el CYP2EL en los microsomas y peroxisomas
del riidén. Por lo tanto, el CYP2E1 es bastante inducible por el consumo de
alcohol en el rifion. Este hecho explica la tolerancia que presenta el organismo

al alcohol (Orellana y cols., 1998).

Respecto a las vias no oxidativas, una evidencia creciente sugiere que

los EEFA juega un papel importante en el dafio producido por el consumo de
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alcohol. El consumo de alcohol causa un incremento significativo de los niveles
de EEFA, principalmente en el cerebro y corazén pero también en el rifion e
higado. Este incremento puede estar asociado con el aumento de la actividad
de la EEFA sintetasa (Beckemeier y Bora, 1998; Quertemont, 2004).

En el corazén, al igual que el higado y riion (Figura 2.1.4), la
metabolizacion del alcohol tiene lugar por las tres vias metabdlicas oxidativas
aunque estas actlan de forma distinta a los otros dos tejidos, ya que los niveles
de ADH son bajos, la presencia de SMOE y los niveles de CAT estan
aumentados respecto a otros érganos (Orellana y cols., 1998; Fahimi y cols.,
1979; Hicks y Fahimi, 1977; Herzog y Fahimi, 1976), jugando un papel mas
importante en el metabolismo oxidativo del alcohol, en el corazén, que la
enzima ADH (Panchenko y cols., 1987; Antonenkov y Panchenko, 1986; Fahimi
y cols.,1979).

Figura 2.1.4. Esquema comparativo de las tres vias oxidativas de metabolizacién en el
higado, corazon y rifién.

Mayor %
ADH CAT (+) " ADH(¥)
SMOE ADH CAT(+)
CAT SMOE SMOE ()

Menor %

La figura indica la importancia de cada una de estas vias en los distintos tejidos segun la cantidad de
alcohol que metabolizan y cual de estas vias se induce especificamente tras el consumo abusivo de
alcohol BD (+).

Se ha comprobado que tras el consumo de grandes cantidades de
alcohol, la actividad de la enzima ADH en el corazdn, aunque esta presente, no
se modifica, constituyendo una de las diferencias mas significativa respecto al
riidn e higado. Sin embargo, las actividades de las enzimas SMOE y CAT se
encuentran aumentadas tras el consumo de alcohol, aunque la enzima CAT es
la principal enzima metabolizadora del etanol en el corazon. A este hecho se le
afnade que tras el consumo de alcohol, existe un incremento en el tamafio y
namero de peroxisomas en el corazén, localizacion celular de la CAT, por lo

tanto, se observa un aumento en el tamarfo del corazén. Este incremento de
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los peroxisomas debido al aumento de la actividad CAT tras el consumo de
alcohol ha sido reflejado en el incremento del musculo cardiaco generando
cardiomegalia e indicando que la enzima CAT juega un papel mas importante

en el metabolismo del alcohol en el corazon que la enzima ADH.

Diversos autores han determinado que el metabolismo del etanol a
través de la SMOE puede contribuir a la patogénesis de las cardiopatias
alcohdlicas, incluyendo disfuncion contractil, aumento del EO y apoptosis,
posiblemente a través de la activacion de las sefiales pro-apoptoéticas JNK y
ASK-1 (Zhang y cols., 2013).

2.2. ALCOHOL Y SISTEMA CARDIOVASCULAR
2.2.1. Generalidades

El consumo de alcohol, el cual se conoce comunmente como “beber”, ha
estado integrado en la sociedad desde el comienzo de la historia. Sin embargo,
en funcion del patrén de consumo, el alcohol puede tener efectos toxicos o
beneficiosos en el organismo, especialmente a nivel cardiovascular, por eso se
denomina como una sustancia que produce hérmesis debido a que a baja
concentracion tiene el efecto contrario que a alta concentracién a nivel

cardiovascular.

Como se ha comentado anteriormente, segun la OMS, el consumo
abusivo de alcohol provoca la muerte de 3,3 millones de personas al afio,
siendo causa de muerte por delante de la violencia, SIDA o tuberculosis. Sin
embargo, su consumo moderado (de una a dos bebida al dia en las mujeres y
de dos a tres bebidas al dia en los hombres) estd asociado con un menor
riesgo de mortalidad, de enfermedad coronaria, de isquemia, de trombosis y de
sindrome metabdlico, debido al mejor perfil lipidico que genera (las
lipoproteinas plasméaticas de alta densidad (HDL) estan aumentadas y las
lipoproteinas plasmaticas de baja densidad (LDL) estan disminuidas), aumento
de la fibrindlisis y mayor sensibilidad a la insulina, disminucion de los
marcadores de disfuncion endotelial y homocisteina, y al aumento de
adiponectina y factor de crecimiento endotelial (Lucas y cols., 2005) (Figura
2.2.1).
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Figura 2.2.1. Manifestaciones clinicas y mecanismos fisiopatolégicos que se presentan
en el sistema cardiovascular segun el patrén de consumo de alcohol.
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MODERADO EXCESIVO
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Modificado de Lucas y cols., 2005.

Por el contrario, el consumo de grandes cantidades de alcohol (mas de 3
bebidas al dia en las mujeres y mas de 5 bebidas al dia en el caso de los
hombres) produce un aumento del EO, disfuncion de los marcadores
endoteliales y presencia de un perfil lipidico perjudicial ya que los niveles de
triglicéridos estan aumentados y los de HDL disminuidos, los cuales suponen
factores de riesgo para el sistema cardiovascular, aumentando la presion

arterial, arritmias y el sindrome metabalico.
2.2.2. Estrés oxidativo

Como ya se comento, el EO es una situacion de desequilibrio entre las
moléculas oxidantes y reductoras en el organismo, por lo tanto, puede aparecer
por el aumento en la produccion de RL o bien como consecuencia de una
disminucion de los antioxidantes enddgenos.

Radicales Libres:

El término RL es utilizado con frecuencia para designar a un atomo o
molécula que contiene uno o mas electrones no pareados, lo cual hace que sea

muy inestable y reactivo (Valko y cols., 2004). Los RL se forman en el interior
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de las células, en el citoplasma o en las mitocondrias, y en la membrana celular
(Bianchi y Antunes, 1999). En general, los RL presentan una vida media corta y
reaccionan de forma rapida con diversos compuestos, pudiendo oxidar

biomoléculas y provocar dafio molecular y celular.

Dentro de los RL, es significativa la accion del grupo de radicales que
contienen oxigeno, siendo estos conocidos como EROs (Wu y Cederbaum,
2003). Esta categoria, no incluye solo los EROs, como el anién O, y el radical
hidroxilo (OH"), sino también algunos derivados no radicales como el H,O, y el
oxigeno singlete (*O,") (Battin y Brumaghim, 2009; Andresen y cols., 2006). En
general las EROs se producen en el organismo y a bajas dosis tienen
funciones fisioldgicas. Cuando existe un incremento en su formacion como en
casos donde exista disfuncion en la membrana de la mitocondria, NADPH

oxidasa y xantina oxidasa (Figura 2.2.2) afectan negativamente al organismo.
Mecanismos de defensa antioxidante:

En el organismo existen numerosos Yy eficientes mecanismos de defensa
antioxidante que acttan en funcioén del tipo de especie dafina y del lugar donde
ésta se genera. En las células, el sistema antioxidante es principalmente de
tipo enzimatico y en el espacio extracelular, es decir, en fluidos biol6gicos como
el plasma, el sistema antioxidante es, principalmente, de tipo no enzimatico.
Las enzimas antioxidantes forman parte del sistema antioxidante enddgeno, los

antioxidantes no enzimaticos pueden ser endégenos como el GSH y exdgenos.

Las _enzimas antioxidantes enddgenas son el principal sistema de

defensa frente al dafio oxidativo y se encargan de eliminar las EROs,
especialmente el radical O, y H,O,, para evitar que, a partir de éstos, se
generen otras especies mas reactivas y peligrosas como el radical OH’, 'O,y
el anién peroxinitrito (ONOQ). Este sistema incluye a la enzima superéxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation peroxidasa (GPx) y glutation
reductasa (GR), todas ellas actian de manera concatenada (Figura 2.2.2).
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Figura 2.2.2. Esquema de las cuatro enzimas antioxidantes enddgenas.
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La SOD constituye la primera fase de defensa antioxidante y cataliza la
dismutacion de los radicales O, mediante su transformacién en H,O, y oxigeno
molecular (O,). Actla a valores de pH fisiolégico, siendo su velocidad de
catalisis maxima para valores de pH comprendidos entre 7 y 9 (Aydermir y
Tarhan, 2001). Esta reaccion también se produce de forma espontanea aunque

de manera menos eficiente, ya que depende fuertemente de pH.

En humanos se diferencian tres formas de SOD, que difieren con
respecto a su ubicacion en las células y los iones metalicos que requieren para
su funcién, en el citosol (Cu/ZnSOD), en la mitocondrial (MNnSOD) y la
extracelular (ECSOD) (Valko y cols., 2006; Fattman y cols., 2003).

La SOD citosélica es una proteina que posee dos subunidades idénticas,
gue contiene cobre y zinc en su centro activo, siendo el cobre responsable de
la transferencia de electrones, mientras que el zinc desempefia Unicamente un

papel estabilizador.

La SOD mitocondrial es una proteina tetramérica y contiene manganeso
en su centro activo, y, aunque su contenido en tejidos humanos es
aproximadamente la mitad del contenido de Cu/ZnSOD, la expresion de

MnSOD es esencial para la supervivencia ya que tras utilizar ratones Mn-SOD
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knockout, se comprob6 que estos presentaron una cardiomiopatia letal (Li y
cols., 1995) y para el desarrollo de resistencia celular a la toxicidad inducida
por EROs (Matés y cols., 1999). Ademas de su papel en la dismutacion del Oy
esta isoforma influye en la actividad de factores de transcripcion tales como el
HIF-1qa, el AP-1, el NF-kB y el p53, y afecta la estabilidad del DNA (Miriyala y
cols., 2012).

La SOD extracelular, al igual que la citosolica, contiene cobre y zinc en
su centro activo y posee una fuerte afinidad con la heparina y otros
proteoglicanos. Se localiza en liquidos extracelulares como el plasma, la linfa 'y

el liquido cerebroespinal y fluido sinovial (Alfonso y cols., 2007).

La CAT se encuentra ampliamente distribuida en el organismo humano.
A nivel celular se localiza principalmente en los peroxisomas (80%) y en el
citosol (20%), aunque también se halla en la mitocondria del tejido cardiaco a
baja concentracion (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995), donde ejerce un
importante papel antioxidante (Radi y cols., 1993) y, a nivel tisular esta
presente, principalmente, en la sangre, medula OGsea, corazon, rifiones e
higado. Su actividad varia segun el tejido, siendo mas elevada en higado, rifién
y corazén, mas baja en el tejido conectivo y los epitelios y practicamente nula
en el tejido nervioso (Céspedes y cols., 1996). Su funcién mas significativa es

la descomposicion del H,O,a H,O y O,

La CAT requiere que el i6n Fe** se una a su sitio activo para poder ser
eficaz. En cualquier caso, su afinidad por el H,O, es baja por lo que requiere
elevadas concentraciones de H,O; para actuar, lo que la convierte en la enzima
mas relevante en la respuesta adaptativa celular frente a condiciones de estrés
oxidativo (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995; Cheesman y Slater, 1993). Este
hecho sumado a que esta enzima posee una Kn, ¥ Vimax muy altas para el H,O;
la convierte en la mas adecuada para eliminar el peréxido de hidrogeno a nivel
celular cuando éste se encuentra presente en concentraciones elevadas (Barja
de Quiroga, 1997). Ademas al encontrarse mayoritariamente en los
peroxisomas, la CAT es menos efectiva que la GPx frente al H,O, producido en
compartimentos como el citosol o la mitocondria (Ji, 1995).
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La GPx es una de los principales componentes del sistema de defensa
antioxidante que incorpora al Se en forma de selenocisteina dentro de su
ndcleo catalitico, por lo tanto, pertenece a la familia de las selenoproteinas.
Estas enzimas catalizan la reduccion de H,O,y de hidroperéxidos organicos a
H,O y O, utilizando GSH como agente reductor (Negro, 2008; Papp y cols.,
2007). En humanos se conocen cinco isoformas: GPx-1, ubicada en el citosol
de todas las células del organismo; GPx-2, ubicada en el tracto gastrointestinal
e higado; GPx-3, puede estar en el interior o exterior de la célula y su
importancia radica en que es una de las enzimas transportadoras de Se en el
organismo; GPx-4, presente en las membranas celulares y GPx-6, especifica
del epitelio olfativo y del tejido embrionario (Reeves y Hoffmann, 2009; Papp y
cols., 2007; Brigelious-Flohé y cols., 2002).

La GR es una enzima que forma parte del sistema antioxidante GPx/GR.
Se encuentra ampliamente distribuida por el organismo, principalmente, en el
higado y los eritrocitos y, también se expresa en niveles elevados en los
organos reproductores de ambos sexos y en el epitelio pulmonar (Fujii y cols.,
2011). Cataliza la reduccion del glutatiéon oxidado (GSSG) a GSH, el cual sera

utilizado por la GPx, en una reaccion dependiente de NADPH.

Los antioxidantes no__enzimaticos, forman la segunda defensa

antioxidante, son distintos compuestos antioxidantes enddgenos y exdgenos,

gue atrapan o neutralizan a los RL.

Los antioxidantes de origen enddégeno son GSH, urato, ubiquinol y
proteinas plasméticas, son sintetizados por el organismo humano, de modo
que, cuando son modificados, se ponen en funcionamiento un mecanismo de

sintesis para reemplazarlos.

El GSH es uno de los mecanismos de defensa antioxidantes mas
importantes para el organismo. De hecho, es el antioxidante que se encuentra
en mayores concentraciones intracelulares, pudiendo actuar como tal en
reacciones enzimaticas y no enzimaticas. Los principales &rganos
responsables de su homeostasis son higado, rifién, corazén, pulmén, intestino
y musculo (Deneke y Fanburg, 1989). En el interior de las células se localiza

principalmente en mitocondrias, reticulo endoplasmico y nucleo.
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Por lo tanto, las enzimas que ayudan a generar GSH son fundamentales
para la capacidad del organismo para protegerse frente al EO. Se ha
demostrado que el consumo agudo de alcohol tipo BD reduce los niveles de
GSH (Ojeda y cols., 2015), particularmente en las mitocondrias, que es donde
se localizan niveles altos de GSH para eliminar las EROs generadas en la
cadena respiratoria (Fernandez-Checa y cols., 1998).

Los antioxidantes de origen exdgeno, son aquellos que no son
sintetizados por las células si no que provienen de la dieta, en concreto, de la
ingesta diaria de frutas y vegetales. Son en su mayoria compuestos naturales
como vitaminas, compuestos fendlicos (polifenoles y flavonoides) y algunos

metales.

Los antioxidantes exdgenos mas considerados son las vitaminas C, E y
B-caroteno (precursor de la vitamina A) ya que son los Unicos nutrientes
naturales que atrapan directamente radicales libres y al ser componentes
estructurales de las membranas celulares, contribuyen, de esta forma, a su
proteccion. Ademas, tienen un papel primordial ayudando a detener la cadena
de reacciones de peroxidacion lipidica y protegen al DNA del dafio oxidativo
(Gonzalez-Torres y cols., 2000; Getoff, 2007).

Los flavonoides son los mas destacados entre los compuestos fendlicos.
Estos actian inactivando los RL en los compartimentos celulares hidrofilicos y
lipofilicos. También poseen la capacidad de donar &tomos de hidrégeno y, por
lo tanto, inhiben las reacciones en cadena provocadas por los RL (Arora y cols.,
1998; Hartman y Shankel, 1990).

Entre los metales antioxidantes enddgenos se encuentran el Se, el
magnesio o el zinc son fundamentales para mantener el balance oxidativo del
organismo, debido a que presentan funciones antioxidantes ademas de formar
parte de determinadas enzimas antioxidantes (Steinbrenner y Sies, 2009; Klotz
y cols., 2003).

Como se ha expuesto anteriormente, mantener un buen balance
oxidativo es esencial para el organismo puesto que un aumento del EO puede

afectar a biomoléculas como lipidos, proteinas o DNA provocando dafio celular
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y alterando diferentes procesos biolégicos. EI consumo agudo de alcohol
induce EO, ya que el alcohol al ser una molécula pro-oxidante aumenta la

produccion de EROs en su metabolismo oxidativo, como vimos anteriormente.

En concreto, tras el BD los niveles de etanol en sangre aumentan mucho
haciendo que se sature la ADH, actuando entonces el SMOE, dependiente del
citocromo CYP2E1 que reduce el O, a O, y H,O,, ambas dos EROs muy
activas. El aumento de CYP2EL1 es considerado uno de los factores clave por el
que el BD favorece el EO con mayor intensidad que el consumo crénico de
alcohol. Este aumento de EO parece ser el mecanismo comun que afecta a las
distintas alteraciones cardiovasculares y renales que genera este patron de
consumo: cardiopatia alcohdlica, hipertension (HTA) y nefropatia alcohdlica (Lu
y Cederbaum, 2008; Albano, 2006).

2.2.2.1. Estrés oxidativo y “binge drinking”

Recientemente, se ha observado que el EO estd también muy
relacionado con la activacion del sistema nervioso autonomo (SNA) y del
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), dos mecanismos que estan
aumentados en el BD y relacionados con los problemas cardiovasculares que
este genera (Figura 2.2.2.1.).

Tras el BD, se ha observado un aumento de la activacion del SNA, que
activa al sistema nervioso simpatico (SNS) y al eje hipotalamico-hipofisario-
adrenal (HHA), posiblemente relacionado con el aumento de EO generado
(Yang y cols., 2017). A modo de resumen, tras la activacion del SNS se liberan
adrenalina (Ad) y noradrenalina (Nad) provocando vasoconstriccién, aumento
de la frecuencia cardiaca, de la contraccion, de la excitabilidad cardiaca y del
gasto cardiaco. Tras la activacion del eje HHA aumentan los niveles de
Aldosterona (Aldo) y cortisol en sangre. La Aldo retiene sodio (Na*), excreta
potasio (K"), a su vez produce EO y remodelacion vascular e hipertrofia y
fibrosis, y el cortisol activa el SRAA produciendo los efectos glucolipotdxicos en
corazén asi como hipertrofia en los cardiomiocitos. Todos estos mecanismos

estan relacionados con la génesis de la HTA.

25



Antecedentes bibliogréaficos Paula Sobrino Calero

Por otro lado, el SRAA y el EO tienen una relacién directa, puesto que la
Angiotensina Il (Ang Il) y la Aldo promueven EO a nivel vascular debido a que
la Ang Il y la Aldo se unen a sus respectivos receptores Yy estimulan a la
NADPH oxidasa produciendo EROs (Gonzalez y cols., 2014), en concreto la
Ang Il también estimula a la Xantina Oxidasa generadora de EROs. Ademas de
favorecerse los efectos de la Aldo, ya comentados, la estimulacion de Ang Il
provoca vasoconstriccion, disfuncion endotelial, EO, inflamacion, remodelacion
cardiovascular y trombosis.

Figura 2.2.2.1. Esquema de los mecanismos implicados en la génesis de la hipertension
tras el consumo agudo de alcohol.
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EO: estrés oxidativo, SNA: Sistema Nervioso Autonomo, SNS: Sistema Nervioso Simpatico, Ad:
Adrenalina, Nad: Noradrenalina, HHA: Eje hipotaldmico-hipofisario-adrenal, SRAA: Sistema Renina
Angiotensina Aldosterona, Ang II: Angiotensina Il, Aldo: Aldosterona, ECA: enzima convertidora de
angiotensina.

Detalladamente se sabe que la activacion del SNS, consecuencia de la

activacion del SNA, produce un aumento de las descargas de las aminas
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simpaticas, Ad y Nad, tanto en ratas como en humanos (Rupp y cols., 1996;
Russ y cols., 1991; Arkwright y cols., 1982). Estas aminas simpéticas ejercen
diversas funciones en el organismo y actian a varios niveles para aumentar la

presion arterial:

Aumento de la frecuencia cardiaca
Vasoconstriccion

Aumento de la contraccién cardiaca
Aumento de la excitabilidad cardiaca

Aumento de la velocidad de conduccién

YV V V VYV V V¥V

Aumento del gasto cardiaco

Sin embargo, las alteraciones que se producen en las funciones
simpatico-suprarenales durante el envejecimiento hacen que las personas
mayores con respecto a los jovenes tengan reacciones diferentes en cuanto a
los factores que activan el sistema nervioso autonomo, puesto que en los
adolescentes este eje tiene una especial importancia ya que se han observado

niveles de Aldo mas elevados en los adolescentes.

Otro de los mecanismos por el cual el consumo agudo de alcohol
incrementa la presion arterial es debido al aumento de los niveles de cortisol.
Puesto que el alcohol es considerado una sustancia estresante capaz de
activar el eje HHA, actua estimulando la secrecion de la hormona liberadora de
corticotropina (CRH), lo que lleva a activar la secrecion hipofisiaria de la
hormona ACTH vy, por lo tanto, a la estimulacion en las glandulas suprarenales
gue aumentan la secrecion de cortisol. El cortisol es una sustancia muy activa
con diversas funciones en el organismo y actla a diversos niveles para
aumentar la presion arterial. A nivel cardiovascular aumenta la sensibilidad de
los vasos a la Ad y Nad produciendo vasoconstriccion y, a nivel renal, actia
reteniendo liquidos puesto que actia como la hormona antidiurética (ADH) e
inhibiendo la excreciéon de Na®. Por este motivo, se puede afirmar que el
consumo agudo de alcohol aumenta la produccion de cortisol (Helms y cols.,
2014; Boyd y cols., 2010).

El SRAA esta formado por distintas hormonas y enzimas intimamente

relacionadas entre ellas, secretadas por el rifion y la corteza adrenal, que
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actian en la regulacion del balance de Na* y K*, el mantenimiento del volumen
del liquido extracelular y la regulacion de la presién arterial a corto y largo

plazo.

Los rifiones secretan la enzima renina en respuesta a los estimulos que
impliquen una reduccion de la presion arterial, una vez liberada, se incorpora al
torrente sanguineo y actla sobre su sustrato, el angiotensinégeno, generando
Angiotensina | (Ang 1). La Ang | plasmatica, apenas activa, es convertida en
Ang Il por la acciébn de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
principalmente, a nivel pulmonar. La Ang Il es una sustancia muy activa, que

ejerce importantes acciones para incrementar la presion arterial:

» A nivel cardiovascular, es un potente vasoconstrictor ya que produce
vasoconstriccion periférica sobre arteriolas y venas, produce disfuncién
endotelial, EO, inflamacion, remodelacion cardiovascular y trombosis (Figura
2.2.2.1).

» A nivel renal, actia sobre los rifiones causando retencion de liquidos.

» En la corteza suprarrenal, la Ang Il se une a sus receptores ATl y
estimula la secrecién de Aldo, hormona que regula la eliminacion de Na®, K
y agua, de forma que, su secrecion, aumenta la eliminaciéon de K vy
disminuye la de Na* y agua al incrementar su reabsorcién tubular, es decir,
promueve una mayor retencion de sal y agua a nivel renal. Asi, la
concentracion plasmatica de K* disminuye, mientras que la de Na’ no se
modifica sustancialmente, ya que se reabsorbe una cantidad proporcional de
agua. En consecuencia, aumenta el volumen del liquido extracelular y la
volemia, lo que induce un aumento del gasto cardiaco y de la resistencia

vascular periférica y, finalmente, de los valores de la presién arterial.

Se sabe que el consumo agudo de alcohol produce un aumento de la
secrecion de Aldo en las glandulas suprarrenales favoreciendo, por tanto, un
aumento de la presion arterial. Este aumento no se observa en los modelos de
consumo moderado de alcohol (Puddey y cols., 1985; Nieminen y cols., 1983;
Ibsen y cols.,, 1981). En este modelo, el aumento de Aldo se debe
principalmente a un aumento de la activacion del SRAA y aungque no exista una

disminucién de la presién arterial, principalmente por la disminucién de la
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concentracion de Na*, aumentan los niveles renina y de la enzima ECA, lo que
se traduce en niveles altos de Ang Il que activa la secrecidon de Aldo y aumenta
la presion arterial. Por ultimo, aunque no es la via principal de activacion de la

secrecion de Aldo, el aumento de ACTH también favorece la secrecion de Aldo.

Otros estudios afirman que el aumento del volumen del liquido
extracelular después del consumo de alcohol, aumenta la presion arterial
sistdlica en ratas (Chan y cols., 1983; Hussa, 1977). Este aumento del volumen
del liquido extracelular es el resultado de los niveles altos de ADH y renina en
plasma, indicando una estimulaciéon del sistema nervioso simpatico. Sin
embargo, Okuno y cols., (1986) muestran que el incremento de la presiéon
arterial observado en personas que consumen alcohol se debe a la activacion
prolongada de la actividad de la ECA, por lo tanto, hay un incremento

significativo de los niveles de Ang Il en sangre.
2.2.3. “Binge drinking” y sistema cardiovascular

Hoy en dia existen pocos estudios en humanos y animales que hayan
estudiado los mecanismos fisiopatolégicos mediante los cuales el consumo
agudo de alcohol produce dafios a nivel cardiovascular dando lugar a un
aumento de la presion arterial, distintas cardiopatias y nefropatias. En su
conjunto, estos estudios coinciden en que el BD esta ampliamente asociado
con el EO vascular y con cambios electrofisiolégicos en las células endoteliales
lisas, lo que contribuye a una disfuncién endotelial periférica grave que acaba
afectando a los vasos que irrigan al corazon y rifion (Piano y cols., 2017,
Husain y cols., 2014; O’Keefe y cols., 2007).

Ademas, el EO generado por el BD no se limita a su accién vascular, ya
gue también ocurre en los principales tejidos, como el corazén y el rifidn,
dafiando su estructura y funcionamiento (Piano y cols., 2017; Kumar y
Vasudevan, 2008).
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Figura 2.2.3. Esquema de los efectos nocivos que provoca el consumo agudo de alcohol
tipo “binge drinking” sobre sistema cardiovascular y renal.
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2.2.3.1. Cardiopatia alcohdlica

Aunque el consumo moderado de alcohol podria ser beneficioso para las
funciones cardiovasculares y reducir el riesgo de la enfermedad cardiaca, el
consumo agudo de alcohol produce distintos tipos de cardiopatias debidas
principalmente 1) al EO cardiovascular, 2) a cambios electrofisiolégicos que
producen arritmias, 3) al incremento de apoptosis que genera esta droga, 4)
activacion del SNA y 5) activacion del SRAA (Piano y cols., 2017; Husain y
cols., 2014).
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Figura 2.2.3.1. Esquema de los efectos nocivos que provocan el consumo agudo de
alcohol tipo “binge drinking” sobre el corazoén.
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2.2.3.1.1. Estrés oxidativo

Como se ha comentado anteriormente, el consumo agudo de alcohol
produce EO debido a su metabolismo oxidativo. En el caso del corazén, el BD
contribuye a la disfuncion cardiaca debido al aumento de los niveles de
catecolaminas que genera numerosas EROs y altera la funcibn mitocondrial
(Ren y Wold, 2008; Lucas y cols., 2005; Kanan y cols., 2004; Mansouri y cols.,
2001). Esta disfuncion cardiaca se debe al incremento de las EROs y a la
disminucién de las reservas antioxidantes, que se asociado con la hipertrofia
del ventriculo izquierdo y el fallo cardiaco (Van Deel y cols., 2008; Hamilton y
cols., 2004).

2.2.3.1.2. Cambios electrofisiolégicos

Las arritmias cardiacas pueden desempafar un papel importante en el
riesgo de padecer infarto de miocardio o muerte subita. Estudios previos han
determinado que en individuos sanos y en individuos con enfermedades
cardiovasculares, el BD esta asociado con un mayor riesgo de padecer ciertas
arritmias cardiacas, como fibrilacion auricular, una de las arritmias mas
comunes y fuertemente asociada con efectos cardiovasculares adversos, como

derrame cerebral (Conen y cols., 2011).

El BD incrementa la vulnerabilidad al desarrollo de arritmias debido a
qgue el consumo agudo de alcohol altera las propiedades electrofisioldgicas del

corazén puesto que produce una reduccion de los niveles de magnesio y
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potasio en sangre, es decir, hipomagnesemia e hipopotasemia,
respectivamente (George y cols., 2010). Ademas, Lorsheyd y cols., 2005
determinaron que el consumo agudo de alcohol prolonga el intervalo QT y
acorta el periodo refractario auricular. La prolongacion de este intervalo esta

relacionado con el desarrollo de arritmias ventriculares (Zhang y cols., 2011).
2.2.3.1.3. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada, es un mecanismo mediante
el cual el organismo elimina las células no deseadas del organismo (Dillon y
cols., 2012; Yu y cols., 2009; Los y cols., 1999). Es la forma mas comun de
muerte celular y se produce durante el desarrollo, la remodelacion tisular,
procesos de defensa y en la respuesta inmune. Este proceso se ejecuta a
través de una familia de cisteinas proteasa, conocidas como caspasas, que se
sintetizan como zimoOgenos latentes, y se activan siguiendo un orden
jerarquicos como iniciadores y efectores del proceso de muerte celular (Yu y
cols., 2009).

La apoptosis esta controlada por los receptores de muerte presentes en
la superficie celular (via extrinseca) y otros a través de sefiales originadas
dentro de las células (via intrinseca) (Figura 2.2.3.1.3.).

Figura 2.2.3.1.3.1. Vias extrinseca e intrinseca de la apoptosis.
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La via extrinseca de sefializaciobn es la encargada del inicio de la
apoptosis, se activa por la unién de ligandos de muerte, como FasL, a su
receptor de muerte, receptor de Fas, afin de la superficie celular para reclutar y
activar a las caspasas iniciadoras (Fricker y cols., 2013; Lee y Gustafsson,
1999; Ashkenazi y Dixit, 1998). Este proceso ocurre como consecuencia de
interacciones homotipicas del dominio de muerte (DD) entre la region
intracelular del receptor FasL y la proteina adaptadora FADD y las
interacciones homotipicas del dominio efector de muerte (DED) entre FADD y
el extremo N-terminal de la procaspasa 8 o la procaspasa 10 (Vercammen y
cols., 2008). Este mecanismo constituye el complejo de sefializacion e
induccion de muerte (Kischkel y cols., 1995) y la activacion de los dominios de
la proteasa de la procaspasa 8 y 10. Una vez activadas y procesadas, estas
caspasas iniciadoras activan a las caspasas efectoras, caspasa 3y 7, que en
dltima instancia se encargan de proteolizar el contenido de la célula (Fricker y
cols., 2013; Yu y cols., 2009; Momoi, 2006) (Figura 2.2.3.1.3.).

La via intrinseca se induce intracelularmente y puede ser
desencadenada por dafio en el DNA, grandes aumentos en la concentracion de
Ca”* citosélico o estrés celular (Lozano y cols., 2009), asi como un aumento en
la generacion de EROs en la mitocondria. Esto activa la expresion del gen
supresor de tumores p53, que, a continuacion, activa las proteinas pro-
apoptéticas que esta mediada por la familia de proteina Bcl-2, compuesta por
Bax y Bak, las cuales causan la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria y
ellos conduce a la activaciéon de la caspasa 9. Esta caspasa posee un dominio
de reclutamiento asociado a caspasas (CARD) en el extremo N-terminal que
media las sefiales de apoptosis después del dafio mitocondrial. La caspasa 9
se activa a través del complejo apoptoma citosolico asociado con Apaf-1, que
se une al citocromo c a traves del dominio CARD (Fricker y cols., 2013; Momoi,
2004). Una vez que la caspasa-9 se activa, se produce la activacion de otras

caspasas, como las caspasas- 3y 7 (Figura 2.2.3.1.3.).

El consumo agudo de alcohol esta asociado con el aumento de
apoptosis en los cardiomiocitos (Doser y cols., 2009; Kandadi y cols., 2013),
aunque los mecanismos mediante los cuales se producen no estan del todo

descrito. Por un lado, hay autores que establecen que, como se ha comentado
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anteriormente el BD aumenta la produccion de EROs. La mayoria de las EROs
se generan dentro de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, un proceso
mediante el cual los electrones de NADH y FADH se transfieren al O
molecular a través de la cadena de cuatro complejos enzimaticos y se reduce a
H,O. Las EROs activan a la proteina quinasa C-f (PKC-B) e induce la
fosforilacion de la proteina p66Shc produciendo la transferencia de esta
proteina desde el citosol al interior de la mitocondria. Una vez en la
mitocondria, la proteina p66Shc se une al complejo de importacién TIM-TOM el
cual es desestabilizado por las sefiales pro-apoptéticas y conduce a la
liberacién y activacion de la proteina p66Shc. Una vez activado, el p66 oxida el
citocromo c y cataliza la reduccion de O, a H,0O,. Este ultimo induce la apertura
del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (PTP), con posterior
aumento de permeabilidad de la membrana mitocondrial a los iones, solutos y
agua produciendo hinchazén y disrupcion del organelo y la consiguiente
liberacion de factores pro-apoptotico, como el citocromo c, al citosol (Camici y
cols., 2007). Por lo tanto, se considera que la proteina p66 es una enzima
redox que genera el H,O, mitocondrial como una sefial para la apoptosis
(Cosentino y cols., 2008) (Figura 2.2.3.1.3.).

Figura 2.2.3.1.3.2. Esquema de la apoptosis en cardiomiocitos.
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Cardiomyocyte

Tomado de Wang y cols., 2015

Por otro lado, el BD favorece la produccion de EROs, en situaciones de
fallo cardiaco donde las EROs estan muy aumentadas y se sabe que también

son capaces de activar la via extrinseca (Guan y cols., 2004).
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Por otro lado, un estudio con ratones albinos transgénicos con Virus tipo
B a los cuales se le insertaron el DNA de ADH clase | (puesto que es la
isoforma mas eficaz en la oxidacion del etanol) se encontré que el consumo
agudo de alcohol incrementé significativamente la expresion de las proteinas
pro-apoptéticas Bax y Caspasa-3 en el corazon mientras que disminuyé los
niveles de la proteina anti-apoptética Bcl-2. El trasgén de ADH en si mismo no
produjo ningun efecto sobre la expresion de Bax, Bcl-2 y Caspasa-3 en
ausencia de alcohol. Ademas, ni el consumo de alcohol ni el trasgén de ADH
modificaron la via extrinseca puesto que no se modificaron las proteinas de
TNF-a, receptor y ligando Fas y caspasa-8, pero si aumentaron los niveles de
citocromo c y pro-caspasa 9 en el citosol de los cardiomiocitos (Guo y Ren,
2010).

2.2.3.1.4. Activacioén del sistema nerviosos autbnomo

Como se ha comentado anteriormente en la figura 2.2.2.1, el consumo
agudo de alcohol es uno de los patrones que mas favorece el EO y activa al
SNA, activando este, a su vez, al SNS que provoca el aumento de la frecuencia
y excitabilidad cardiaca, aumento de la fuerza de contraccion, de la velocidad
de conduccion y del gasto cardiaco. El eje HHA provoca el aumento de los
niveles de cortisol y Aldo aumenta los efectos glucolipotoxicos en el corazon
asi como produce hipertrofia en los cardiomiocitos y, la Aldo produce

remodelacién cardiovascular en el corazoén.
2.2.3.1.5. Activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona

Como se ha comentado anteriormente en la figura 2.2.2.1, el consumo
agudo de alcohol es uno de los patrones que mas favorece el EO y activa al
SRAA, aumentando los niveles de Ang Il que provoca vasocontriccion y

remodelacion cardiovascular y, los de Aldo en el corazén.
2.2.3.2. Hipertensién

Segun la OMS, la hipertension arterial (HTA), también conocida como
tensién arterial alta, es un trastorno en que los vasos sanguineos tienen una

tension persistentemente alta. Se considera elevada cuando la presion arterial
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sistdlica (PAS) es igual o superior a 140 mm Hg y/o la presion arterial diastélica
(PAD) es igual o superior a 90 mm Hg.

La OMS ha identificado la HTA como un factor de riesgo cardiovascular
que representa un importante problema de salud publica en los paises
desarrollados y en desarrollo, afectando aproximadamente a mil millones de
personas en todo el mundo. Es una patologia asintomética hasta que causa
complicaciones y, aunque es facil de diagnosticar y tratar, en ausencia de
tratamiento, incrementa de forma lineal y aumenta la incidencia de sufrir
enfermedades cardiovasculares (cardiopatia isquémica, enfermedades
cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca, vasculopatias periféricas 'y
neuropatias) y muerte subita, con respecto a individuos normotensos de la
misma edad y sexo (Tamargo y cols., 2007).

Figura 2.2.3.2. Esquema de los efectos nocivos que provocan el consumo agudo de
alcohol tipo “binge drinking” a nivel vascular.
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Numerosos estudios epidemiolégicos, preclinicos y clinicos establecen

una relacion directa entre HTA y el consumo de grandes cantidades de alcohol.
Sin embargo, los mecanismos a través de los cuales el alcohol aumenta la
presion arterial son diversos, entre ellos se encuentran 1) el EO, 2) el
incremento de la reactividad vascular debido al incremento de los niveles de

Ca?*, 3) resistencia a la insulina, 4) estimulacion de la secrecion hipofisiaria de
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la hormona adrenocorticotropa (ACTH) que conlleva a un aumento de los
niveles de cortisol, 5) la estimulacion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), 6) la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS), 7)
alteracion del perfil lipidico, problemas de coagulacién y 8) la disminucion de

los niveles de oxido nitrico (NO) (Figura 2.2.3.2).
2.2.3.2.1. Estrés oxidativo

En el sistema cardiovascular, el EO provocado por un aumento de los
elementos oxidantes y/o disminucién de los sistemas antioxidantes, se asocia
con el desarrollo de diferentes enfermedades cardiovasculares como
hipertension, hipercolesterolemia, aterosclerosis o fallo cardiaco (Hamilton y
cols., 2004). El exceso de EROs se relaciona con el desarrollo de un proceso
inflamatorio en el sistema cardiovascular y con un incremento del dafio
peroxidativo, y, por tanto, de la oxidacion de lipoproteinas LDL, que se
acumulan en la pared arterial como consecuencia de su modificacion oxidativa.
Todos estos factores favorecen la progresion de aterosclerosis y de la
disfuncién endotelial que acompafia a esta patologia (Bau y cols., 2007;
Lebredo y cols., 2003).

El EO es un mecanismo importante mediante el cual el consumo abusivo
de alcohol produce efectos vasculares. Tirapelli y cols (2008) realizaron un
investigaciéon con ratas Wistar y llevando a cabo un modelo de consumo
abusivo de alcohol, encontrando un incremento de los niveles de algunos
marcadores oxidativos (Simplicio y cols., 2016; Gonzaga y cols., 2015; Yogi y
cols., 2012). Se encontraron niveles plasméaticos de sustancias que reaccionan
con el acido tiobarbitdrico (TBARS), un aumento del anion superoxido en las
células endoteliales y en las células del musculo liso junto con un incremento
de la expresion de la NADPH oxidasa, enzima encargada de generar el anion
superoéxido (Yogi y cols., 2012). Estos mismos investigadores, determinaron un
incremento plasmatico de la actividad de la ECA y renina y disminucién de los
niveles de oxido nitrico (NO), junto con un aumento de la presion arterial. Por lo
tanto, concluyen que el consumo agudo de alcohol produce EO en los distintos

vasos sanguineos.
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2.2.3.2.2. Aumento de Ca®' intracelular

El BD puede alterar directamente la vasoreactividad de las células del
musculo liso ya que ratas tratadas con alcohol presentan vasoconstriccion
debido a que existe una mayor unién de Ca?* en las células del musculo liso de
las arterias y arteriolas que hacen que se aumente la sensibilidad a
vasoconstrictores enddgenos (Yang y cols., 2001). Se ha constatado un
incremento de la respuesta vasoconstrictora a endotelina-1, un potente
vasoconstrictor, en arteriolas aisladas de joévenes adultos bebedores en
comparacion con no bebedores (Goslawski y cols., 2013). Sin embargo, en otro
estudio basado en un modelo animal y al cual sélo se le administro una vez BD,
no se encontré un incremento de la respuesta vasoconstrictora (Gonzaga Yy
cols., 2014). Por lo tanto, la diferencia entre los dos ultimos estudios puede
estar relacionada con la duracién del BD y las diferencias fisioldégicas entre

tejidos vasculares humanos y los animales.
2.2.3.2.3. Resistencia a lainsulina

La resistencia a la insulina (RI) se caracteriza por una diminucion en la
capacidad de la insulina para llevar a cabo sus funciones fisiolégicas normales
en los adipocitos, musculo e higado, provocando un aumento de la insulinemia
basal para mantener la glucemia en un rango normal (Meshkani y Adeli, 2009;
Petersen y Shulman, 2006). Ademas, se ha demostrado que es un factor de
riesgo cardiovascular y que los sujetos con mayor RI tienen mas riesgo de
desarrollar complicaciones vasculares (Sanhuenza y cols., 2014; Kilpatrick y
cols., 2007).

Se sabe que el consumo agudo de alcohol genera EO y, algunos autores
han establecido que el EO y los niveles elevados de EROs estan relacionados
con el comienzo, la progresion y el desarrollo de diabetes y de Rl (Zhai y cols.,
2011), ya que activan las cascadas de sefalizacion en respuesta al estrés
como es el caso de la cascada de las MAP Kinasas (Al-Lahhman y cols., 2015).
Mediante esta via se induce la fosforilacion de los residuos de serina
(Ser)/treonina (Thr) de sustrato de receptor de insulina (IRS-1), lo que
promueve la liberacion de esta molécula del lado citoplasmatico de la

membrana y su posterior degradacion y disminucion. En definitiva, como
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consecuencia del EO los niveles funcionales de IRS-1 disminuyen y la insulina
no puede ejercer su accion en las células, lo que desencadena la resistencia a

esta hormona.

Ademas se sabe que el BD en ratas, produce RI debido a que disminuye
la accion hipotalamica de la insulina. La interrupcion de la sefial hipotalamica
esta mediada por citoquinas inflamatorias y fosfatasas tales como TNF-q,
interleukina 6 (IL-6), NF-kB y proteina tirosina fosfatasa 1 B (PTP1B). Este
hecho cobra especial relevancia entre la poblacion adolescente (Garcia-Ruiz y
Fernandez-Checa, 2013).

Estudios previos demuestran que la hiperinsulinemia causa retencion de
Na® y aumento de la actividad simpatica, dos causas que aumentan la presion
arterial (Sternberg y cols., 1994). Ademas, la insulina por si sola tiene acciones
vasodilatadoras, las cuales dependen del NO pero al existir resistencia,

disminuye la vasodilatacién y produce HTA (Hayashi y cols., 1997).
2.2.3.2.4. Activacion del sistema nervioso autbnomo

Como se ha mostrado en la figura 5, el consumo agudo de alcohol
aumenta la generacion de EROs produciendo EO que activa al SNA vy, éste, a
su vez activa el eje HHA y el SNS. La activacion del eje HHA aumenta los
niveles de cortisol y de Aldo que provoca disfuncién endotelial y, la activacién
del SNS produce la liberacion de las catecolaminas Ad y Nad que producen

vasoconstriccion.
2.2.3.2.5. Activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona

El EO que produce el BD activa el SRAA que conlleva al aumento de los
niveles de renina en sangre, que a su vez, aumenta los niveles de Ang | y ésta
aumenta los niveles de Ang Il que produce vasoconstriccidn, disfuncion
endotelial y aumenta los niveles de Aldo, que también conlleva a la disfuncion

endotelial.
2.2.3.2.6. Metabolismo lipidico

El BD también altera el metabolismo lipidico, los niveles de las

lipoproteinas LDL y las lipoproteinas HDL. Algunos estudios han sugerido que
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un patrén de consumo excesivo puede ser proaterogénico, ya que se favorece
la formacion de placas aterogénicas en las arterias, se reduce la funcion
plaquetaria y aumenta el tiempo de coagulacion, lo que favorece el desarrollo
de aterosclerosis y la formacién de trombos (Piano y cols., 2017; Zakhari,
1997).

Asi, el consumo agudo de alcohol produce un aumento de la oxidacién
de las LDL, que es uno de los eventos mas incipientes en el desarrollo de
aterosclerosis (Ceconi y cols., 2003; Griendling y FitzGerald, 2003; Lebredo y
cols., 2003). Las LDL oxidadas son reconocidas de forma especifica y
transportadas por los macréfagos, dando lugar a las llamadas “células
espumosas”, que sufren apoptosis y se acumulan en la pared arterial
contribuyendo a la formacién de la placa aterosclerética. Ademas, actlan
directamente en la pared de los vasos estimulando la produccion de citoquinas
y factor de crecimiento, lo que da lugar a la inflamacion y al desarrollo de

disfuncion endotelial (De Mattia y cols., 2008; Seifired y cols., 2007).

Estudios en un modelo animal han demostrado que 4 semanas de BD
estan asociadas a mayores niveles LDL comparados con grupos de consumo
moderado o0 grupos controles. Estos investigadores también compararon los
efectos del consumo moderado respecto al consumo agudo en el desarrollo de
la placa aterosclerética. EI consumo moderado se asocié con una disminucion
del 40% de la placa, mientras que el grupo de consumo agudo presento un

aumento del 60% del volumen de la placa aterosclerdtica (Liu y cols., 2011).

Cuando el consumo de alcohol es moderado, los niveles de HDL se
encuentran aumentados y este aumento protege de la formacion de la placa
aterosclerotica, debido a que evitan los procesos de iniciacion de la cascada de
eventos del proceso aterosclerdtico porque evitan la oxidacion de LDL,
evitando a su vez que estas moléculas oxidadas sean absorbidas por los
macrofagos, que forman las células espumosas, y apoptosis. Ademas,
promueve el flujo de lipidos y colesterol de la lesién, asi como disminuyen la
expresion del receptor de adhesion. Sin embargo, el consumo agudo de alcohol
conlleva a la disminucién de los niveles de HDL, por lo tanto, aumentan los
niveles de LDL oxidado (Libby y cols., 2002).
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2.2.3.2.7. Hemostasis

El patron de consumo BD también puede alterar los mecanismos
hemostatico, ya que existe un mayor riesgo en la formacion de trombos. En un
pequefio ensayo clinico con voluntarios jovenes sanos, Numminien y cols.,
2000 examinaron los efectos de una cantidad total de 1,5 g alcohol/Kg,
consumidos durante 2,5 horas, sobre la actividad del inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1 (tPAI-1), una proteina de fase aguda que, hormalmente, se
expresa en los adipocitos y en las células endoteliales, sin embargo, parece
tener una fuerte presencia en casi todas las células como respuesta al estrés.
El tPAI-1 inhibe el activador tisular del plasminégeno y la uroquinasa (ambos
activadores del plasmin6geno), jugando de este modo un papel crucial en el
metabolismo de la fibrina, al inhibir la fibrindlisis (Shukla y cols., 2013; Massey
y Arteel, 2012). En este estudio se encontr6 un aumento transitorio pero
significativo (siete veces), en la actividad tPAI-1 tres horas después de la
ingesta de alcohol. A nivel urinario, también aumenté el nivel de 2,3-dinor-
tromboxano B, pero sin incrementar los niveles de 2,3-dinor-6-
cetoprostagladinas, lo que sugiere un aumento de la activacion plaquetaria.
Estas determinaciones, establecen que el consumo agudo de alcohol tipo BD
puede incrementar la formacién de trombos debido a la activacion del tPAI-1
(disminuye la fibrindlisis) y de la agregacion de plaquetas (la cual facilita la

formacion de coagulos).
2.2.3.2.8. Disminucién de los niveles de 6xido nitrico

El NO es un mediador fundamental en la vasodilatacion dependiente del
endotelio y juega un importante papel en la agregacion plaquetaria, debido a
gue inhibe la adhesién y agregacion plaquetaria, y en el mantenimiento del
balance entre el crecimiento y la diferenciacion de las células del musculo liso,
ya que inhibe su crecimiento. Es producido en el endotelio por una familia de

oxido nitrico sintetasa (eNOS).

Precisamente, otro de los mecanismos mediante el cual el consumo de
alcohol produce hipertensién es debido a la disminucién de los niveles de NO.
Existen diferentes hipotesis de como el BD disminuye los niveles de NO, y
aunque la produccion de NO, es muy dependiente de la enzima eNOS, la cual
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esta regulada por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Husain y
cols., 2014 han demostrado que el alcohol inhibe la expresion de la proteina de
eNOS. Por tanto, los niveles de NO estan disminuidos tras el consumo de

alcohol debido a la menor expresion de eNOS y no al VEGF.

Previamente, Tsuji y cols. (1992) establecieron que se produce un
desbalance entre vasoconstrictores endégenos como Ang I, endotelina-1 y
norepinefrina y vasodilatadores como NO, como mecanismos productores de

hipertension arterial.
2.2.3.3. Nefropatia alcohdlica

Los rifiones son o6rganos vitales para el organismo debido a que
desempeiian gran variedad de funciones, pues filtran la sangre, regulan el pH,
la volemia, la osmolaridad y la presion arterial, por lo que cualquier alteracion
puede conllevar a un gran nimero de desordenes. El alcohol, es uno de los
factores que puede comprometer la funcion renal, ya sea de forma directa tras
un consumo agudo o crénico, o indirecta como consecuencia de la enfermedad
hepatica asociada al alcoholismo. Entre los mecanismos directos provocados
por el alcohol que alteran la fisiologia renal estan el 1) EO, 2) desequilibrios
electroliticos, 3) deformacion de las ultraestructuras renales, 4) estimulacién de
SRAA y 5) estimulacion del SNA (Rodrigo y Rivera, 2002; Omoto y cols., 1997)
(Figura 2.3.3).

Figura 2.2.3.3. Esquema de los efectos nocivos que provocan el consumo agudo de
alcohol tipo “binge drinking” a nivel renal.

Consumo agudo de alcohol
“Binge Drinking”
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2.2.3.3.1. Estrés oxidativo

Tras el consumo de alcohol, éste y sus metabolitos pasan a través de los
rifones y se excretan por la orina, llegando a ser su contenido mayor en la
orina que en sangre y en higado, asi, en el riién se observa EO tras el

consumo de alcohol (Dinu y cols., 2005).

Este aumento de EO se debe a la metabolizacion renal del etanol,
puesto que los niveles altos de alcohol provocan un aumento de los niveles de
acetaldehido y NADH, debido a la mayor actividad de la enzima ADH. Los
niveles altos de NADH, como ya se comentd, tienen el potencial de aumentar la
reduccion de un electron del oxigeno molecular y, por lo tanto, aumentar la
produccion de EROs (Lieber, 1997).

Hay que tener en cuenta que éste O6rgano es altamente vulnerable a
cualquier dafio causado por las EROs, debido a la presencia de abundantes
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga en los lipidos renales, de modo
que, el EO puede mediar en la aparicion de diferentes lesiones renales
provocando multiples anormalidades funcionales como fallo renal, nefropatia
obstructiva o dafio glomerular, entre otros (Rodrigo y Rivera, 2002). La mayoria
de estas alteraciones son debidas a que las EROs estan involucradas en
mecanismos patolégicos que producen glomerulosclerosis y fibrosis

tubulointersticial (Rodrigo y Rivera, 2002).
2.2.3.3.2. Desequilibrios electroliticos Na*y K*

La ingesta de grandes cantidades de alcohol induce un gran namero de
alteraciones en la funcion renal, produciendo un desbalance acido-base,
alterando el balance hidrico e interrumpiendo los mecanismos de control
hormonal que rigen el funcionamiento renal, afectando al SRAA y a la ADH, ya
gue el etanol tiene la capacidad de alterar la excrecién de agua y electrolitos y
de modificar el nivel y la composicion de los fluidos corporales (Epstein, 1997).
Asi se ha observado que tras el consumo agudo de alcohol en ratas aparece
alteracion en la excrecién renal de Na* y K* (Assadi, 1989).

El consumo de alcohol esta estrechamente relacionado con cambios en

la composicion de las membranas y la peroxidacion lipidica de las células

43



Antecedentes bibliogréaficos Paula Sobrino Calero

epiteliales de los tabulos renales de las nefronas (Das y cols., 2008). Ademas,
interfiere con los transportadores tubulares alli localizados, en concreto, el

consumo agudo de alcohol disminuye la actividad de la bomba Na*-K*-ATPasa.

En estudios in vitro, el uso agudo de alcohol en la membrana basolateral
de células del tubulo proximal de la nefrona de rifién de rata, provoca inhibiciéon
de la Na'-K'-ATPasa afectando a su estructura y a sus mecanismos de
activacion (Rothman y cols., 1994). Estudios in vivo en ratas sometidas a una
dosis elevada de alcohol, muestran que no existe diferencia en la actividad de
la Na*-K*-ATPasa de la corteza renal, pero si un aumento no significativo de la
papilar (Rodrigo y cols., 2002), en dicho estudio tampoco se encontrd oxidacion
lipidica renal. Este hecho es importante, pues se relaciona la oxidacion lipidica
de las membranas celulares del tibulo de la nefrona con los cambios en la Na*-
K*-ATPasa. Sin embargo, se encontré disminucion de la GSH, un aumento en
el grosor de las membranas basales glomerulares, apoptosis mesangiales y

fibrosis tubulo intersticial.

Por el contrario, el consumo cronico de alcohol hace que aumente la

actividad de esta enzima (Rodrigo y cols., 1998).

El aumento de la actividad Na*-K*-ATPasa favorece la absorcion renal
de Na" para que el consumo crénico de alcohol aumente el nimero de
unidades cataliticas de esta ATPasa (Rodrigo y cols., 1996) y aumente la
selectividad de Na'-K*-ATPasa para Na® aumentando la afinidad de Na* para
los sitios de K* y reduciendo la afinidad de K* por sus propios sitios (Rothman y
cols., 1994), disminuyendo asi su funcién portadora de K (Rodrigo y cols.,
1998) y aumentando los niveles de Na* en sangre y disminuyendo los de K.
Ademas el consumo crénico de alcohol aumenta especialmente la Vmax de la
Na'-K*-ATPasa (Rodrigo y cols., 1997). Rodrigo y cols., 2002b, demostraron
que el consumo cronico de alcohol también aumenta la exposicion de Na*-K*-
ATPasa papilar por el aumento que el alcohol provoca en los niveles de

aldosterona y dexametasona, ademas de por la peroxidacion lipidica.

Hasta la fecha, no existen modelos de BD repetidos que estudien la
actividad de esta enzima. Hay que tener en cuenta que la Na'-K*-ATPasa es
una enzima reguladora encargada de la salida de Na* desde el interior de la
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célula, lo que conlleva a un aumento de la concentracion de Na* extracelular
que, a su vez, esta relacionado con el Ca®* intracelular. Por lo tanto, debido a
este aumento de Na* extracelular, se facilita la entrada de Ca®" al interior de la
célula y, en consecuencia, se incrementa la contractibilidad de la musculatura
vascular asi como la sensibilidad de estas células a la accion de diversos
vasoconstrictores enddgenos (Tamargo y cols., 2007) colaborando con otro de
los mecanismos por el que el aumento de Na* implica aumento de la presion
arterial. Pues hay que recordar que los niveles de Na' tienen una estrecha
relacion con los valores de presion arterial. La excesiva retencién de Na*
participa en el desarrollo de HTA, ya que, niveles elevados de este elemento
en sangre, se asocia con un incremento del agua corporal, y, en consecuencia,
de la volemia, del volumen minuto y de la presion arterial, y, ademas, potencian
la respuesta a otros estimulos presores principalmente a través del SRAA
(Fouad-Tarazi, 1997).

2.2.3.3.3. Deformacioén en ultraestructuras renales

Investigaciones recientes han determinado que el consumo agudo de
alcohol actda induciendo cambios ultraestructurales a nivel renal, ya que el
etanol penetra en la bicapa lipidica y afecta a las propiedades estructurales y
fisicoquimicas de las membranas celulares (Taraschi y cols., 1987), asi actia
potenciado la fluidificacién de las membranas de las células endoteliales de los
tubulos de la nefrona y afecta a las enzimas y/o transportadores unidas a esta,

como la Na*-K*-ATPasa (Goldstein, 1984), ya comentado anteriormente.

Estructuralmente, el BD ejerce una accién directa sobre el rifién y las
nefronas produciendo hinchazén en los glomérulos y tubulos, proliferacién de
las células mesangiales y caida del hialino en las células epiteliales tubulares
(Omoto y cols., 1997).

También, se observa inflamacion, aumento del tamafo celular
acompanado de incremento en la cantidad de proteinas, grasas y agua,
ademas de una reduccion significativa de la funcién renal (Omoto y cols.,
1997).
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2.2.3.3.4. Activaciéon del sistema nervioso auténomo

Como se ha comentado anteriormente en la figura 2.2.2.1, el EO que se
genera tras el consumo agudo de alcohol activa el SNA y al SNS, que provoca
retencion de Na* y excrecion de K* debido al aumento de los niveles de Aldo.
La activacion del SNS aumenta los niveles de Ad y Nad que conlleva a una
vasocontriccion de la arteriola aferente, provocando que llegue menos cantidad
de sangre al rifibn y, en consecuencia, disminuye la tasa de filtracion

glomerular.
2.2.3.3.5. Activacion del sistema renina angiotensina aldosterona

Como se ha expuesto anteriormente en la figura 2.2.2.1, la activacion del
SRAA conlleva a un aumento de los niveles de Ang Il y, en consecuencia, de
Aldo favoreciendo de nuevo la reabsorcion de Na* y la excrecion de K*, a nivel

renal.

2.3. SELENIO Y SISTEMA CARDIOVASCULAR

2.3.1. Selenio y Selenoproteinas

El selenio (Se) fue descubierto en 1817 por el quimico sueco Jons
Jacobs Berzelius y, posteriormente, ha sido reconocido como un elemento
esencial para todas las formas de vida, incluyendo los mamiferos (Lu y
Holmgren, 2009).

La selenometionina y selenocisteina son las principales formas
organicas de Se encontradas en los alimentos de origen vegetal y animal,
respectivamente. La ingesta de Se inorganico, como selenato y selenito ocurre,
principalmente, en forma de suplementos, y en el agua, siendo util también
como fuente nutricional en animales (Lucia y cols., 2010; Rayman, 2012). De
manera general, el Se es bien absorbido por el tracto gastrointestinal (cerca del
93%) (Lucia y cols., 2010) y el contenido de Se en el organismo varia entre 10
y 20 mg, siendo inferior al 0.01% del peso corporal total (Forceville, 2001). Este
nutriente es almacenado en los tejidos en concentraciones variables: el 30%
del Se tisular se localiza en el higado, el 15% en los rifiones, un 30% en el
musculo, un 10% en el plasma y el 15% restante se encuentra distribuido por

otros organos (Patrick, 2004).
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Su biodisponibilidad depende de su absorcidén intestinal y de su
conversion a una forma bioldgicamente activa, presentando las formas
organicas del Se una mayor biodisponibilidad (Navarro-Alarcon y Cabrera
Vigue, 2008). Una vez ingerido, la transformacion del Se a formas
biolégicamente activas tienen lugar mediante diferentes rutas metabdlicas
(Mercadal y cols., 2005). La selenometionina se incorpora al azar en lugar del
aminoacido metionina, en distinas proteinas, y es transformada a
selenocisteina mediante una transulfuracion (Almondes y cols., 2010). La
selenocisteina, en contra de la selenometionina, no se almacena de esta forma,
sino que es catabolizada directamente y, el Se resultante (Selenuro) constituye

otra reserva de Se.

El Se es eliminado, principalmente, por excrecion urinaria, sea en
condiciones adecuadas de ingesta o en casos de suplementacion, aunque
también se produce una pérdida significativa por via fecal, mientras que
alrededor del 5% se elimina por via cutdnea y pulmonar (Lucia y cols., 2010;
Castro, 2007).

En la actualidad, se han identificado mas de 25 selenoproteinas, todas
ellas con Se en su centro catalitico, que desempefan diversas funciones en la
regulacion de los procesos biolégicos debido a que se expresan en tejidos y
células diferentes, desempefiando numerosas acciones (Tabla 2.3.1). Dentro
de estas selenoproteinas, las mas conocidas y estudiadas son las enzimas
antioxidantes endogenas GPxs (Rayman, 2012; Sanchez, 2009), las enzimas
tioredoxinas reductasas (TrxR) que regulan numerosos procesos redox en las
células, incluyendo la sefializacion y comunicacién celular asi como el
metabolismo y la reparacion de DNA (Maulik y Das, 2008) y las deionidasas
(DIO) imprescindibles para el metabolismo de las hormonas tiroideas ya que

deiodinizan estas hormonas (Schomburg y Kdhrle, 2008).

Por formar parte de las diferentes selenoproteinas, se le han atribuido al
Se propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiapoptética (Negro, 2008).
Se cree que el Se esta implicado en la modulacion del EO, principalmente, a
través de las diferentes GPxs (GPx1-GPx6) y por la selenoproteina P (Sel P),

principal selenoproteina transportadora de Se en plasma, fundamentalmente,
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reduciendo los niveles de la ERO H,0;, y los hidroperéxidos de lipidos y
fosfolipidos de membranas celulares (Rayman, 2000). Asi, la deficiencia de Se
ha sido relacionada con diversas alteraciones como son el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, cancer, infertilidad, deterioro de las funciones
inmunes vy tiroideas, de patologias neurodegenerativas como el Alzheimer y
Parkinson, e incluso en la enfermedad alcohdlica (Tinggi, 2008; Papp y cols.,
2007; Johansson y cols.,1986).

Tabla 2.3.1. Clasificacion de las principales selenoproteinas presentes en el organismo
seguln sus funciones.

FUNCION SELENOPROTEINAS

Capacidad Antioxidante GPx1-GPx6, SelK, SelR, Sel W
Seflalizacion Redox TrxR1, TrxR2, TrxR3
Metabolismo Tiroideo DIO1, DIO2, DIO3

Transporte y almacenamiento | SelP

Plegamiento de proteinas Sel 15, SelN, SelM, SelS
Sintesis de selenofosfato SPS2
Funcién desconocida SelH, SEll, SelO, SelT, SelV

En la presente memoria nos centraremos en el andlisis de las GPxs y la
Sel P por estar directamente relacionadas con el EO, principal dafio biolégico

generado por el consumo de alcohol, especialmente en forma de BD.

2.3.1.1. Glutation peroxidasas
2.3.1.1.1. Glutatién peroxidasa 1

La glutatiébn peroxidasa 1 (GPx-1) se localiza en el citosol celular y se
expresa de manera ubicua (Tapiero y cols., 2003). La GPx-1 protege a las
células de los fendmenos oxidativos generados por especies reactivas de
oxigeno. Para ello, cataliza la reduccién del H,O, y de algunos hidroperéxidos
organicos, utilizando el GSH como reductor, transformandolos en agua y
alcoholes. Durante este proceso, el GSH es oxidado a GSSG, volviendo a su
estado original por accion de la enzima GR, con el objetivo de mantener los
niveles de GSH (Papp y cols., 2007).
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La GPx-1 es una de las selenoproteinas mas sensibles a los cambios de
Se en el organismo, presentando niveles drasticamente reducidos ante una
disminucién de este nanoelemento (Sunde y cols., 2009). La sintesis global de
la proteina se reduce en condiciones de estrés como forma de reserva de
recursos celulares y su recuperacion se produce de forma mas rapida que otras
selenoproteinas por eso se analizan sus niveles para valorar las reservas

biologicas de Se (Reeves y Hoffmann, 2009).

Recientemente, esta selenoproteina ha sido relacionada con la RlI, tanto
por exceso como por defecto, pues afecta a la cascada de sefalizacion de la
insulina principalmente actuando sobre la proteina fosfatidilinositol-3,4,5-
trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) y PTP1B (Lindtner y cols., 2013).

2.3.1.1.2. Glutation peroxidasa 3

La glutation peroxidasa 3 (GPx-3) se caracteriza por poseer una
secuencia lider N-terminal y por carecer de una sefal de retencion en el
reticulo endoplasmatico. Esto sugiere que la GPx-3 se sintetiza en el RE pero
no se queda retenida aqui, si no que es liberada al plasma sin secuencia lider

como una proteina glicosilada.

Esta selenoproteina fue descrita por primera vez en el rifién, su érgano
principal, desde donde es sintetizada y secretada al plasma, aunque también
se ha encontrado en otros tejidos y fluidos corporales extracelulares como en el
liquido de la camara del ojo, luz coloide tiroide (Schomburg y Kéhrle, 2008;
Kohrle, 2005), el tejido adiposo (Maeda y cols., 1997) y liquido amnidtico
(Brigelius-Flohé, 1999), pulmdén, muasculo y corazéon (Burk y cols., 2011). La
GPx-3 actla en estos tejidos en la matriz extracelular, reduciendo el H,O; a
nivel extracelular. Se ha encontrado GPx-3 en las membranas basales de
células endoteliales de diferentes tejidos, como el tracto grastointestinal

proveniente del plasma (Burk y cols., 2011).

Junto con la Sel P, la GPx-3 representa el 97% de todo el Se en el
plasma de ratones. Este hecho hace que esta selenoproteina esté asociada

con el transporte Se y contribuya a la homeostasis de Se en el organismo.
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La GPx-3 parece estar relacionada también de algin modo con la Rl y
los problemas cardiovasculares derivados, asi en ratones obesos la expresion
de GPx-3 disminuyo en tejido adiposo pero no en el rifion (Lee y cols., 2008).
Parece que esta disminucién de la sintesis de la GPx3 esta mediada en los
adipocitos por sefales inflamatorias relacionadas con el TNFa y los
lipopolisacéridos (LPS) (Lee y cols., 2008). Asi mismo, también se han
encontrado valores elevados de GPx-3 en el corazon de ratones diabéticos
(lwata y cols., 2006), es mas, estos autores sugieren que la GPx-3 juega un
papel primordial en la defensa antioxidante cardiaca frente al EO generado por
la hiperglucemia.

2.3.1.1.3. Glutation peroxidasa 4

La glutation peroxidasa 4 (GPx-4) es una enzima esencial para la vida
como se comprobd al utilizar ratones knockout GPx-4, que presentaron
mortalidad embrionaria temprana (Liang y cols., 2009). Esta selenoproteina es
la Unica GPx, y probablemente la Gnica enzima antioxidante, que reduce de
manera directa los hidroperéxidos de fosfolipidos en las membranas celulares y
lipoproteinas (Brigelius-Flohé y Kipp, 2009). Debido a esta funcién biologica, la
GPx-4 se encuentra intimamente asociada a la membrana celular y
mitocondrial, protegiendo especificamente a este organulo. De hecho esta
selenoproteina se encuentra en la parte alta de la jerarquia de selenoproteinas
frente a los depoésitos de Se, disminuyendo su sintesis solo cuando los niveles

de Se estan muy deplecionados.

Se ha comprobado que la sobreexpresion de esta enzima disminuye la
activacion del NF-kB en una diversidad de células sometidas a diferentes
estimulos, lo que pone de manifiesto, aln mas, su importancia como mediador
en los procesos inflamatorios y antiapoptoético (Brigelius-Flohé y Kipp, 2009).
Ademas, por amortiguacion de la via de sefializacion del NF-kB, la GPx-4
reduce la expresion de la metaloproteinasa 1 de la matriz, la cual se
sobreexpresa durante los periodos de invasion y metastasis de diversos

tumores (Ufer y Wang, 2011).

Por otro lado, la GPx-4 se expresa de manera elevada en los testiculos

de mamiferos, existiendo estudios que correlacionan la infertilidad masculina
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con una deplecién de los niveles de GPx-4 (Foresta y cols., 2002; Imai y cols.,
2001). Estando también implicada en la maduracion de los espermatozoides, y
por lo tanto, en la fertilidad masculina. Es el componente estructural principal
de la cipsula espermatica mitocondrial y juega un papel preponderante en la
condensacion de la cromatina espermética, al actuar como tiol de proteinas
(Conrad y cols., 2005).

2.3.1.1.4. Selenoproteina P

La selenoproteina P (Sel P) es una proteina de gran importancia muy
abundante en el plasmay, se produce y libera en el higado, siendo con la GPx-
1ly GPx-4, las selenoproteinas mas abundantes en el higado. Esta proteina
también se expresa en otros tejidos como corazon, rifidn, testiculos, cerebro,

sistema digestivo y esta asociada a células endoteliales (Moschos, 2000).

La Sel P tiene dos propiedades importantes debido a que actia como
transportador de Se a los tejidos periféricos, ya que contiene un alto porcentaje
del Se total del plasma, entorno un 60-70% (Combs, 2015) pues contiene 10
residuos de Se-Cys en su estructura y, ademas, actla como antioxidante
extracelular asociada al endotelio vascular (Saito y cols., 2004) que inhibe la
actividad de los RL como el peroxinitrito e hidroperdxidos actuando en
asociacion con el GSH o la tiorredoxina (Andoh y cols., 2005). Recientemente,
se ha identificado a la Sel P como una hepatokina que produce RI y altera el
metabolismo de la glucosa en el higado y el masculo esquelético en humanos
asociada a la proteina mediadora de la homeostasis energética AMPk y el

metabolismo energético (Misu y cols., 2010).

Como ya se ha comentado, la biosintesis de las selenoproteinas esta
organizada jerarquicamente, aunque no siguen una regla establecida, ya que
las selenoproteinas no responden igual a la suplementacion de Se y la
demanda por parte de los 6rganos no es la misma. Pero si se establece una
jerarquia en funcion de su actividad respecto a los niveles de Se existentes.
Por lo tanto, si existe una deficiencia de Se no pueden expresarse todas las
selenoproteinas a la vez, asi que, se produce una regulacién en la sintesis de
algunas de ellas, mientras que aquellas selenoproteinas que realizan funciones

mas importantes, mantienen niveles altos de expresion (Brigelius-Flohé y
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Flohé, 2016; Burk y Hill, 2015). Asi las GPx-1 y GPx-3 ocupan el lugar mas
bajo en esta jerarquia, la GPx-4 depende del tejido en el que se encuentre se
sintetiza en primer o segundo lugar. Este hecho lo confirman Barnes y cols.,
2009 que demostraron que la deficiencia de Se produce una rapida disminucién
de los MRNA de la GPx-1 en rifidn, higado y masculo, asi como de la GPx-3 en
plasma. Sin embargo, la GPx-4 se sintetiza en primer lugar incluso cuando hay
una deficiencia severa de Se, ya que esta selenoproteina es esencial para la
vida, encontrandose, como hemos comentado anteriormente, en los niveles,
mas altos de la jerarquia (Burk y Hill, 2015). Por otro lado, la Sel P también se
encuentra dentro de los primeros puestos ya que su expresion permanece

incluso en condiciones de deficiencias severas (Burk y Hill, 2005).

También hay que tener en cuenta que bajo condiciones
selenodeficientes, el cerebro, los testiculos y el tiroides se mantienen cerca de
los niveles normales de Se, mientras que otros tejidos como el higado, el
pulmén y los pertenecientes al sistema inmune, muestran una bajada
significante de Se asi como de la sintesis de selenoproteinas (Brigelius-Flohé y
Flohé, 2016). A este hecho habria que unir, que las distintas selenoproteinas
no se sintetizan por igual en los diferentes tejidos. Por todo ello es necesario
valorar la expresion de las distintas selenoproteinas individualmente en cada

tejido.
2.3.2. Selenio y sistema cardiovascular

El Se, como se ha comentado anteriormente, es un elemento traza con
capacidad antioxidante ya que es parte esencial de las selenoproteinas GPxs,
Sel P y las TrxRs con capacidad de detoxificar las EROs en los espacios
intracelulares y extracelulares asi como participa en la destruccion del
peréxidos hidrogeno y de los hidroperoxidos organico, ayudando a mantener la
integridad de las membranas celulares, protegiendo del dafio oxidativo a
biomoléculas como los lipidos, las lipoproteinas y el DNA, y reduciendo la
agregacion plaquetaria y la acumulacién de LDL oxidadas en la pared de las
arterias (Aaron y Hoffmann., 2015; Rayman, 2000). Ademas, mantener unos
niveles adecuados de Se es importante para la sintesis de prostaciclinas, ya

gque se ha observado que en estados deficitarios, la acumulacion de
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hidroperoxidos inhibe la produccion de esta sustancia vasodilatadora en el
endotelio, y, ademas estimula la produccién de tromboxano, que esta asociado

a la vasocontriccion y la agregacion plaquetaria (Rayman, 2000).

Actualmente, se sabe que el Se estd implicado en la etiologia de la
enfermedad cardiovascular y, en los ultimos afos, se ha despertado un gran
interés en el papel que juega el Se en el sistema cardiovascular, por lo que ha
aumentado la investigacion experimental con objeto de conocer con mas
detalles los mecanismos de accion a nivel cardiovascular y el posible potencial

de Se en los tratamientos y prevencion de estas enfermedades.

Estudios previos experimentales y clinicos han demostrado que los niveles
de Se y la enfermedad cardiovascular estan relacionados. La incidencia de
enfermedad cardiaca se correlaciona negativamente con los niveles de Se en
sangre y el nivel de Se es un importante indicador para la determinacion de la
enfermedad cardiaca (Benstoem y cols., 2015; Vinceti y cols., 2014). La
primera evidencia de que los niveles bajos de Se afectan a enfermedades
cardiovasculares en humanos surgen tras la enfermedad de Keshan, una
enfermedad cardiaca la cual es caracterizada por necrosis y calcificacion del
miocardio (Mchuron y cols., 2014; Xu y cols., 1997). Esta enfermedad es propia
de una region de China donde el suelo tiene déficit de Se (Xu y cols., 1997; Liy
cols., 1985). La deficiencia de Se se consider6 como factor etiolégico de esta
enfermedad desde su descubrimiento en 1935, aunque posteriormente se
consideré como un factor predisponente mas que como un factor causal del

desarrollo de esta cardiopatia (Beck y cols., 2003).
2.3.2.1. Selenio y corazén

A nivel cardiaco, estudios previos demuestran que la lesién mitocondrial es
el primer resultado del dafio causado por la disminucién de los niveles de Se en
los cardiomiocitos. El déficit de Se se refleja en el dafio de la membrana
mitocondrial, la generacion de ERO vy la elevacion de la oxidacion lipidica que
finalmente lleva a la apoptosis de los cardiomiocitos (Esteve y cols., 2014). Asi,
la importancia de los niveles adecuados de Se en la enfermedad cardiaca se
debe principalmente a su efecto antioxidante, mediadas por GPx-1, GPx-3 y
GPx-4.
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La GPx-1 representa el papel mas importante en el sistema cardiovascular
debido a que es imprescindible para detoxificar intracelularmente las EROs de
los cardiomiocitos. Ademas, una deficiencia de esta enzima conlleva a la
disfuncion endotelial, que a su vez produce anomalias estructurales
significativas en los tejidos vasculares y cardiacos (Forgione y cols., 2002).
También, protege al organismo de la isquemia producida por el dafio oxidativo
que provocan las EROs. Este hecho se constata en estudios con ratones
transgénicos con sobreexpresion de GPx-1 que son mas resistentes al infarto
de miocardio, mientras que los ratones no transgénicos presentan una mayor
suceptibilidad a sufrir dafios vasculares (Maulik y cols., 1999; Yoshida y cols.,
1997).

La GPx-3 también protege del EO debido a la capacidad de neutralizar las
EROs en los espacios extracelulares, por lo tanto, es una enzima importante
para proteger a la matriz extracelular cardiaca y es efectiva contra accidentes
vasculares. Destaca un estudio en el cual se muestra un papel de la GPx-3 en
la regulacion de la biodisponibilidad de NO producido a partir de plaquetas y
células vasculares. Cuando disminuyen los niveles de esta enzima antioxidante
aumenta la hiperreactividad de las plaquetas y el riesgo de sufrir trombosis
(Freedman y cols., 1995). Ademas, parece ser que la GPx-3 juega un papel
importante frente al dafio oxidativo provocado en el tejido cardiaco por el EO

generado por la hiperglucemia (Iwata y cols., 2006).

La GPx-4 estad involucrada en la reduccién de los hidroperéxidos de
fosfolipidos y colesterol unidos a la membrana plasmatica y de diferentes
organulos, entre ellos la mitocondria. Evitando asi la peroxidacion lipidica que
incrementa el nimero de EROs que producen hipertrofia en los miocardiocitos
(Hollander y cols., 2003). Al proteger a la mitocondria, disminuye la liberacion
de citocromo c por ésta y evita la cascada de sefializacibn enddgena
apoptotica. Pero ademas, la GPx-4 contribuye directamente a remover distintos
mediadores de la cascada de sefializacion de la apoptosis (Brigelius-Flohé,
2017). La GPx-4 también esta inversamente relacionada con la activacién de
NF-kB en los cardiomiocitos, lo que hace que tenga funciones antiinflamatorias
y antifibrotica sobre el corazén, evitando la hipertrofia cardiaca (Rose y
Hoffmann, 2015).
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Figura 2.3.2.1. Esquema de las principales selenoproteinas cardiacas.
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Por otro lado, los canales de K" y la apoptosis estan intimamente
relacionados. Asi la pérdida de iones de K" promueve la apoptosis de células
normales y conduce a la aparicion y agravamiento de la enfermedad cardiaca
(Molina y cols., 2015).Se sabe que los niveles bajos de Se afectan a los
canales de K" disminuyéndolos y a la expresién mitocondrial del transductor de
la transcripcion 3 (STAT3)

funcionamiento de la mitocondria (Koc y cols., 2016). Zhang y cols.,

relacionado con el
2017

encontraron que los niveles bajos de Se en los cardiomiocitos disminuye los

seflal y activador de

canales de K", la actividad de STAT3 y la funcién mitocondrial promoviendo la
apoptosis. Por ello, los depoésitos de Se en el corazén no deben estar

deplecionados para que este 6rgano actue eficazmente.

Asi, Liu y cols., 2013 encontraron que la toxicidad cardiaca generada por la
adriamicina disminuye al suministrar una suplementacion de Se, pues
restauraba la actividad cardiaca de la GPx y la expresion cardiaca de los

canales de K™.
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2.3.2.2. Selenio y endotelio vascular

A nivel vascular, varios autores afirman que el EO tiene un papel muy
importante en la patogénesis de la aterosclerosis (Bonomini y cols., 2008;
Stocker y Keaney, 2004). La aterosclerosis es una enfermedad progresiva de la
pared arterial caracterizada por el almacenamiento de materia grasa y
colesterol, iniciada por el depoésito de LDL, su retencion y modificacion
(oxidativa principalmente). Asi, la aterosclerosis es causada principalmente por
la peroxidacion de los lipidos de la membrana de las células endoteliales de las
arterias. Niveles bajos de Se conducen a la disminucion de la actividad de las
enzimas antioxidantes, lo que agrava el desarrollo de la aterosclerosis. Una
correcta suplementacion con Se puede bloquear muchos procesos claves del
desarrollo de la aterosclerosis, incluyendo las EROs que inducen EO,
inflamacion, disfuncién endotelial, la apoptosis de las células vasculares y
calcificacion, principalmente, a través de las diferentes selenoproteinas (Figura
2.3.2.2).

Figura 2.3.2.2. Mecanismos del Se para prevenir la aterosclerosis.
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A nivel vascular, la suplementacion de Se incrementa la expresion y
actividad de la GPx-1, TrxR1 y GPx-4 de la pared arterial. Estas
selenoproteinas evitan la aparicion de la aterosclerosis por diferentes
mecanismos (Tabla 2.3.2.2). El suplemento de Se también aumenta la
presencia en plasma de la GPx-3 y Sel P que pueden unirse a las células
endoteliales de la pared arterial y ejercer su accion (Burk y Hill., 2005;
Brigelius-Flohé y cols., 2003).

En contraposicion, algunos estudios han observado que la exposicion a
altos niveles de Se esta implicado en un aumento de la presion arterial asi
como en el desarrollo de hipertension (Su y cols., 2016; Coudray y cols., 1997).
Para explicar estas evidencias contradictorias, existe una relacién en forma de
U entre los niveles de Se y los marcadores cardiovasculares de mortalidad
(Grotto y cols., 2017; Joseph, 2013; Bleys y cols., 2008). Por lo tanto, el Se es
un arma de doble filo puesto que segun la dosis de Se y el tiempo de
suplementacion puede tener un efecto beneficioso o perjudicial sobre la presion
arterial, aunque los mecanismos implicados en el aumento de la presion arterial
no estan claros, pero si estan potencialmente relacionados con otras rutas
biolégicas de Se ademas de la sintesis de selenoproteinas (Grotto y cols.,
2017).

Tabla 2.3.2.2. Funciones de las principales selenoproteinas que intervienen en la
prevencion de la aterosclerosis.

Selenoproteinas Funciones mediante las cuales previenen la aterosclerosis

GPx1 Enzima antioxidante en el espacio intracelular.

Inhibiendo el EO, la adhesion molecular a la pared endotelial, los macréfagos.
Disminuye disfuncion endotelial

Enzima antioxidante en plasma y espacio extracelular de células endoteliales
Se une a las células endoteliales en la pared arterial y la peroxidacion lipidica.
Enzima antioxidante en citoplasma, reticulo endoplasméstico, membrana
plasmética, mitocondria y nucleo.

Elimina los hidroperdxidos de fosfolipidos y colesterol unido a la membrana.
Inhibe EO, la adhesion molecular y la apoptosis en células vasculares.

Se une a las células endoteliales en la pared arterial e inhibe el EO

GPx3

VIV V|V VY

GPx4

SelP
TrxR1

Y| V|V V

Es la selenoproteina mas numerosa de las células endoteliales vasculares,
regeneracion de las Trx.
Inhibe el EO y la disfuncion endotelial.

v

Tabla modificada de Liu y cols ., 2017.
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2.3.2.3. Selenio y rifdn

El riidn es un 6rgano que contiene gran cantidad de Se, jugando un papel
importante en la actividad antioxidante de las GPxs en este tejido y en el

plasma, especialmente por la sintesis de GPx-3.

En pacientes con enfermedad renal aguda o crénica es frecuente encontrar
niveles bajos de Se, aunque la relacidbn entre hiposelenemia y las
comorbilidades asociadas a la enfermedad renal no esta muy estudiadas.
Ademas, un reciente estudio ha determinado que los niveles bajos de Se en el
rifidn puede contribuir al mal funcionamiento del sistema inmune lo que
aumenta el riesgo de muerte por enfermedad infecciosa en pacientes en
hemodidlisis. La suplementacion de Se por via oral o intravenosa revierte esta
situacién (Iglesias y cols., 2013). Actualmente se sabe que hay mucha relacién
entre los niveles bajos de Se y la enfermedad renal aunque no se ha estudiado

mucho sobre ello.

Estudios realizados en pollos han demostrado que el Se actla protegiendo
al rifion, reduciendo el dafio renal, aumenta la tasa de filtracion glomerular
(TFG) y disminuye la inflamacién (Kiss, 2013). Liang y cols., 2015 han
demostrado que la suplementacion con Se 0,4 mg/Kg en estos animales
disminuye claramente los cambios histologicos en el rifidn provocado por el
carcindgeno Aflatoxina B1, mejora los niveles séricos de creatinina y la

actividad de la Na*-K* ATPasa renal, mejorando la funcién renal.

Sin embargo, al analizar la expresion de las selenoproteinas renales en
pollos y raton, los resultados son distintos. En pollos, el Se parece jugar un
papel mas importante en el rifidn, siendo las principales selenoproteinas
implicadas la Seppl y Sel U (Zhang y cols., 2016). En modelos roedores, el
rion sintetiza grandes cantidades de GPx-3, siendo el principal 6rgano
sintetizador de esta selenoproteina, que posteriormente es liberada en parte al
plasma (Burk y cols., 2011). Por tanto, la GPx-3 es la selenoproteina principal
de este tejido, aunque también se sintetiza cantidades importantes de GPx-4 y
menor cantidad de GPx-1 (Hoffman y cols., 2007). En el rifién, se detectan
altas cantidades de GPxs en los tubulos proximales y distales del rifidn y en las

células del musculo liso de las arterias renales (Muse y cols., 1994). De las
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distintas isoformas, la GPx-1 y GPx-4 se encuentran facilmente en las células
epiteliales de los tubulos renales y, la GPx-3 se encuentra en los tubulos

proximales del rifidn (Hann y cols., 2005).

En los pocos trabajos existentes en roedores, Hann y cols., 2005 muestran
en los rifiones de ratas diabéticas de ratones alterados genéticamente que
presentan un aumento de la actividad GPx-1, no existiendo proteccion frente al
dafio oxidativo renal y la nefropatia asociada a esta enfermedad. Esto puede
ser porque la principal selenoproteina implicada en la proteccion renal es la
GPx-3, o0 porque se sabe que el aumento de la GPx-1 esta implicado en la Rl y

puede empeorar esta patologia.

Nuestro grupo de investigacion, ha estudiado en ratas crias de madres
expuestas a un consumo cronico de alcohol y suplementadas con Se durante la
gestacion y la lactancia, que la suplementacion con Se aunque no mejora la
tasa de filtracion glomerular alterada por el consumo de alcohol, si mejora los
depdsitos de Se renal, el desarrollo renal y el contenido de proteinas renales a
la vez que disminuye la oxidacion de lipidos y proteinas y modifican la actividad
de las enzimas antioxidantes en crias alcohdlicas (Ojeda y cols., 2012).

En cualquier caso, existe escasa literatura que expresamente relaciona la
suplementacién de Se y las selenoproteinas con el funcionamiento renal, a

pesar de que existen evidencias clinicas de su relacion.

2.3.3. Selenio y consumo de alcohol: “binge drinking”

Numerosos estudios demuestran como el consumo agudo o crénico de
alcohol altera la biodisponibilidad de Se y su funcién antioxidante pudiendo
contribuir con el alto dafio oxidativo que genera esta droga sobre el organismo
(Ojeda y cols., 2015; Rua y cols., 2014). Existen varias hipétesis para explicar
la deplecion de Se como consecuencia al consumo de alcohol: 1) ingesta
dietética insuficiente como resultado de una mala nutricién, 2) déficit en la
absorcion intestinal, por alteracion de la mucosa intestinal provocada por el

etanol, 3) produccién de EROs por el metabolismo oxidativo.

Generalmente los individuos alcohdlicos pueden presentar malnutricion ya

gue no suelen llevar una dieta equilibrada, pudiendo presentar alteraciones a
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nivel de absorcion intestinal y aprovechamiento de nutrientes. Esta situacion
puede provocar que estos pacientes, puedan padecer malnutricion primaria o
secundaria (Moreno y Cortés, 2008). La malnutricion primaria tiene lugar
cuando el consumo de alcohol reemplaza a otros nutrientes de la dieta,
disminuyendo la ingesta solida (Lieber, 2003). Esto puede ser debido a que el
alcohol es un nutriente rico en energia (1 g de alcohol equivale a 7.1 Kcals),
con un valor superior al que aportan los hidratos de carbono y proteinas. A su
vez, la malnutricion secundaria ocurre cuando, a pesar de ingerir alimentos de
manera adecuada, el consumo excesivo de alcohol interfiere con su absorcion
intestinal, disminuyendo la biodisponibilidad de los nutrientes ya que modifica
morfologica y bioquimicamente la mucosa intestinal (Foster y Marriott, 2006;
Bode y Bode, 2003; Lieber, 2003).

Ademas, otros autores consideran que el alcohol per se, y no solo la
malnutricion, contribuye a la disminucion de Se en el organismo. Asi, un
estudio realizado por nuestro grupo de investigacibn en ratas madres
distribuidas en 3 grupos: control, alcohol y pair-fed, las cuales tienen una
alimentacion y valores nutricionales similares a las madres alcohdlicas pero no
reciben tratamiento alcohdlico, se encontré que las madres alcohdlicas y pair-
fed habian ingerido menos alimentos y, en consecuencia, menos Se. Sin
embargo, las madres pair-fed presentaron mayor absorcién aparente de Se que
el grupo control, y no las alcohdlicas, por lo tanto, se confirma que el alcohol
per se altera la absorcién intestinal de Se, ademas la distribucion tisular de Se
fue diferente entre el grupo isocaldrico y el alcohdlico en madre y en crias
(Ojeday cols., 2009).

Otro de los mecanismos por el que el alcohol actia sobre la homeostasis
del Se, es por su metabolismo oxidativo, ya que al generar ERO el organismo
consume Se para sintetizar la enzima antioxidante GPx. Esto concuerda con lo
encontrado por diversos autores, que observaron en pacientes alcohdlicos una
disminucion de la actividad de la GPx en suero (Huang y col., 2009; Peng y
cols., 2005).

En los diferentes modelos experimentales de alcoholizacion, los cambios de

biodisponibilidad de Se vendran dados por diferentes circunstancias, si van
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asociados a malnutricion, si la ingesta es oral o si se administra por via
intraperitoneal afectando o no a la integridad de la barrera intestinal, y si la
dosis y tiempo de exposicion es agudo o cronico, pues la cantidad de EROs

varia en cada uno de los casos.

Estudios en pacientes alcohdlicos cronicos. En estudios previos con
este tipo de pacientes se ha observado que los niveles séricos de Se
disminuyen drasticamente en pacientes con hepatopatia y sin enfermedad
hepatica (Rua y cols., 2014; Gonzalez-Reimers y cols., 2009). Rua y cols.,
2014 establecen que en pacientes alcohdlicos crénicos el Se tiene una
correlacion directa con la actividad GPx, la oxidacion lipidica y con el dafio y la
evolucion del dafio hepatico generado. Estos autores sugieren que existe una
relacion directa entre la ratio Se/MDA sérica y el dafio hepatico generado por el
etanol, seflalando a esta ratio como un indicador del dafio hepatico causado
por el consumo de alcohol. Ademas apuntan a la correcta suplementacién con
Se como una posible terapia antioxidante que disminuye los dafios generados
por el alcohol en su principal érgano metabolizador, el higado.

Estudios en crias expuestas a alcohol crénico durante la gestacion y
lactancia. En otros modelos de alcoholizacién experimentales, bien definidos,
como el de crias de ratas que presentan trastornos del espectro alcohdlico fetal
(FASD) debido al consumo cronico de alcohol por parte de las madres durante
el embarazo y la lactancia, y en sus madres, se ha encontrado cambios
sustanciales en la biodisponibilidad de Se. En concreto la exposicién al alcohol
disminuye la ingesta y retencion de Se afectando a sus depdsitos tisulares de
diferente modo. A pesar de recibir menos Se durante la gestacion y lactancia,
las crias FASD presentan niveles séricos de Se mayores a los de ratas
controles, probablemente para tener mayor disponibilidad de este nutriente y
actividad GPx sérica, sin embargo, su distribucion de Se tisular se vio alterada,
en algunos organos replecionados y en otros deplecionados, asi como la
actividad antioxidante de GPx y la expresion de diferentes selenoproteinas
(Ojeda y cols., 2017a) (Figura 2.3.3).

En este mismo modelo experimental, las madres que consumen alcohol

durante la gestacién y la lactancia se suplementan con Se (0.5 ppm de selenito
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de sodio). Tras esta suplementacién se observé una mejora en la absorcion y
retencion de Se en el organismo de las madres y también en el de las crias. En
las crias recién nacidas mejora la biodisponibilidad de Se e incluso mejorar su
estado nutricional (Figura 2.3.3) (Nogales y cols., 2011). También se encontré
que la suplementacién con Se tiene implicaciones antioxidantes en el higado y
en el rindn mejorando la actividad de la GPx y la funcidon hepética (Ojeda y
cols., 2012).

Figura 2.3.3. Distribucion de Se tisular y en suero en madres lactantes, crias recién
nacidas y crias lactantes expuestas a un consumo crénico de alcohol y el efecto de la
suplementacién con Se.
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o} actividad sérica GPx

4 Ingestaséliday peso corporal
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o1 Distribucién tisular Se

T Seensuero y actividad GPx

T Peso corporal

ot Longitud craneo-caudal
«T indice gestacional

«T indice de superviviencia
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Suplementacion Se en crias durante gestacion y lactancia (0,5p.p.m. SS)

Tabla modificada de Ojeda y cols., 2017

Estudios en ratas adolescentes con patron de consumo BD. Se ha
confirmado que el consumo agudo en atracon repetido de alcohol en ratas
adolescentes con 28 dias de edad a las cuales se les administra
intraperitonealmente alcohol (3 g/Kg/d) en suero salino fisiologico (20% v/v) tres
dias a la semana durante tres semanas, disminuyen los niveles séricos de Se
(Ojeda y cols., 2015). En este trabajo se demuestra, por primera vez, que el BD

produce una deplecion severa en los depoésitos hepaticos de Se que estan
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relacionados directamente con una disminucion de la actividad de la GPx-3
sérica y GPx-1 hepatica, que contribuye al desequilibrio oxidativo generado por
el BD. Por otro lado, la disminucion de los depdsitos de Se en el higado afecta
a la expresion de la GPx-1 y GPx-4. Este hecho podria estar relacionado con la
menor expresion del factor transcripcional NF-kB en el higado, una pieza clave

en la regulacion de los procesos inflamatorios.

Posteriormente Ojeda y cols., 2017a comprobaron que los depdsitos de Se
tisulares estaban también deplecionados en el corazén y rifion de ratas
adolescentes sometidas a BD, indicando que durante el consumo agudo y
repetido de etanol, el organismo consume grandes cantidades tisulares de Se,
probablemente porque necesita sintetizar grandes cantidades de GPx in situ

para luchar contra el EO generado por el consumo agudo de alcohol.

En este mismo trabajo se suplementé con Se en agua de bebida a los
roedores siguiendo el modelo experimental anteriormente mencionado y, se
observé que la suplementacién es efectiva ya que aumenta la expresion GPx-1
y GPx-4 y evita la disminucion de NF-kB y el incremento de los niveles
caspasa-3, lo cual conduce a un mejor perfil hepético oxidativo, inflamatorio y
apoptético. Por lo tanto, se puede considerar que la terapia propuesta, la
suplementacién dietética con Se, tiene una gran eficacia bioldgica y es
adecuada para los adolescentes que llevan a cabo un patron de consumo
agudo con el fin de evitar futuras complicaciones hepéticas (Ojeda y cols.,
2017a)
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3. OBJETIVOS

Actualmente, el consumo agudo de alcohol tipo BD entre los
adolescentes esta en auge, siendo una situacion de interés y de alarma social,
ya que los adolescentes constituyen un grupo de poblacion especialmente
vulnerable. Este patrén agudo de consumo produce efectos nocivos sobre la
salud debida, en parte, al metabolismo oxidativo de esta droga que genera un
aumento en la produccion de EROSs, produciendo EO y dafio celular. La
mayoria de los estudios realizados hasta la fecha se han centrado en los
efectos que ejerce el alcohol en forma de atracon sobre el SNC de los
adolescentes, pero recientemente también se ha demostrado, clinicamente,
que el higado esté especialmente comprometido por el consumo de alcohol en
estos individuos. Asi, se ha puesto de manifiesto en ratas adolescentes tras
BD, que el alcohol a través de la ADH y especialmente de la SMOE genera
grandes cantidades de EO y consume cantidades importantes de GSH, lo que
compromete especialmente la actividad de la GPx.

Por otro lado, este grupo de investigacion ha demostrado recientemente,
que este patrén de consumo en adolescentes altera especificamente la
homeostasis de Se, disminuyendo la concentracion de este micronutriente en el
higado y suero, comprometiendo, alin mas la actividad de la selenoproteina
GPx hepética y generando un desequilibrio en la actividad del resto de las
enzimas antioxidantes. Suplementar dietéticamente con Se a este colectivo
actla beneficiosamente sobre el higado, protegiendo a los hepatocitos del

dafo oxidativo, a través de la GPx.

Ademas de provocar cambios bioquimicos a nivel sistémico
relacionados, en parte, con las alteraciones hepaticas, el consumo agudo de
alcohol también se relaciona con un desequilibrio metabdlico como la Rl e
higado graso, afectando a la funcionalidad del sistema cardiovascular. Se
reconoce una relacion directa entre el BD y la aparicion de arritmias e
hipertension, sin embargo los mecanismos por los cuales se desencadenan no

se conocen con exactitud. Entre los mecanismos que cobran mas peso estan el
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EO generado, o la estimulacion del SNS y SRAA, entrando también en juego el

rifidn y el balance electrolitico.

Por todo ello, el objetivo principal de este estudio es evaluar, por
primera vez, los cambios sobre el balance oxidativo que genera el BD repetido
en ratas adolescentes sobre el sistema cardiovascular y renal. Como objetivos
especificos, se estudiardn en corazén, suero Yy rifion, los depdsitos de Se, la
actividad GPx, la expresion de las principales selenoproteinas antioxidantes
GPx-1, GPx-3, GPx-4 y Sel P, y su relacion con diversos eventos moleculares
como la estimulacion del factor clave en la inflamacion NF-kB y de la apoptosis
a través de la caspasa-3, asi como su relacibn con marcadores de dafio
endotelial. Ademas se analizaran diversos parametros funcionales cardiacos y
vasculares como la frecuencia cardiaca y la presion arterial, y renales como la
tasa de filtracion glomerular, los niveles de aldosterona y el balance hidrico-
salino entre otros, con el fin de encontrar relacién con los cambios moleculares

encontrados.

Para constatar el papel que en todo ello juega el Se, el segundo
objetivo planteado es la suplementacion con éste micronutriente, con el fin de
valorar si la suplementacion con Se es una posible estrategia a tener en cuenta
para amortiguar los cambios cardiovasculares y renales que genera el
consumo de alcohol en forma de BD durante la adolescencia, analizandose de

nuevo todos los parametros anteriormente citados

68



MaTeriaL Y MegTtobos







Materiales y métodos Paula Sobrino Calero

4. MATERIAL Y METODOS
4.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

4.1.1. Animales y condiciones de experimentacion

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 32 machos adolescentes de
la raza Wistar procedentes del Centro de Produccién y Experimentacion Animal
de la Universidad de Sevilla. Estas ratas se recibieron con 21 dias de edad y se
alojaron en jaulas de plastico, con libre acceso a la comida y a la bebida. Las
jaulas se ubicaron en el animalario de la Facultad de Farmacia, bajo
condiciones controladas de luz (Ciclo de luz: 7:00 h mafiana - 19:00 h tarde) y

temperatura (22°C).

A los 28 dias de edad, tras comenzar el periodo de la adolescencia, los
animales se distribuyeron, de forma aleatoria, en cuatro grupos experimentales
(n=8) denominados: Grupo control intraperitoneal (Cl), grupo alcohol
intraperitoneal (Al), grupo control intraperitoneal Se (CISe), grupo alcohol

intraperitoneal Se (AlSe).

Las condiciones experimentales de cada grupo fueron:

e CI. alimentado ad libitum con dieta base (0.23 ppm Se) y agua vy,
recibiendo, en los dias correspondientes, una inyeccion intraperitoneal
de solucién salina.

e Al: alimentado ad libitum con dieta base (0.23 ppm Se) y agua vy,
recibiendo, en los dias correspondientes, una inyeccién intraperitoneal

de etanol (3 g/KQ).

e ClSe: alimentado ad libitum con dieta base (0.23 ppm) y agua
suplementada con Se (0.3 ppm Se), y, recibiendo, en los dias

correspondientes, una inyeccion intraperitoneal de solucién salina.

e AlSe: alimentado ad libitum con dieta base (0.23 ppm) y agua
suplementada con Se (0.3 ppm Se), y, recibiendo, en los dias

correspondientes, una inyeccion intraperitoneal de etanol (3 g/Kg).

Loa tratamientos se realizaron de acuerdo a los protocolos de manejo,

cuidado y sacrificio de los animales, aprobado previamente por el Comité de
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Etica de la Universidad de Sevilla. Los animales estuvieron en estas
condiciones hasta el momento de su sacrificio para la obtenciébn de las
muestras. Antes del sacrificio, las ratas permanecieron en periodo de ayuno de
12 horas.

Figura 4.1.1. Esquema del diseiio experimental
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4.1.2. Dieta utilizada

La alimentacion suministrada a los animales consistio en una dieta
basica semisintética (Harlan Laboratorios) que cubria todas las necesidades
nutricionales y energéticas, esta contenia 0.23 ppm de Selenio. Los grupos
suplementados recibieron, ademas, 0.3 ppm de Se (en forma de selenito
sédico pentahidratado, PANREAC) en el agua de bebida.

4.1.3. Método de alcoholizacion

El método de alcoholizacion que se utilizé para los grupos alcohol
intraperitoneal (Al) y alcohol intraperitoneal selenio (AlSe) tuvo como base el
modelo de alcoholizacion “binge drinking” basado en la administracién por via
intraperitoneal, tres dias por semana y durante tres semanas, de etanol (3

g/Kg/d) en solucién salina al 20% (v/v) (Callaci y cols., 2010). Por otra parte, a
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los grupos control intraperitoneal (CI) y control intraperitoneal Se (CISe) se les
administré intraperitonealmente un volumen equivalente de solucion salina

durante el mismo periodo de tiempo.

4.1.4. Determinacion de parametros nutricionales
4.1.4.1. Estudio nutricional y de laingesta de selenio

Diariamente y durante las tres semanas del tratamiento, se determiné la
ingesta liquida (ml/dia) y la ingesta solida (g/dia), por diferencia de volumen de
liquido en los biberones y por diferencia entre el pienso colocado y el pienso
sobrante utilizando una balanza analitica (COBOS D-2000-SX, de 0.1 g de
precision).

La ingesta de Se (ug/dia) se calculé a partir de los datos de la ingesta
sélida y liquida (0.3 ppm), teniendo en cuenta el Se presente en la dieta (0.23
mg/Kg). Las calorias diarias aportadas se calcularon a partir de los datos de
ingesta sélida multiplicado por 3.96 Kcal/g pienso ingerido.

4.1.4.2. Estudio macroscépico

Para controlar el desarrollo de los animales, desde el comienzo del
tratamiento hasta el dia del sacrificio, las ratas se pesaron diariamente
utilizando una balanza analitica (COBOS D-2000-SX) de 0.1 g de precision.
Para evitar diferencias debidas al ritmo circadiano, el analisis se efectuo

siempre por la mafiana, entre las 9:00 — 10:00 a.m.

Una vez concluido el periodo experimental, los animales se pesaron
antes de ser sacrificados y se anestesiaron via intraperitoneal con uretano
(SIGMA) al 28 % p/v a razén de 0,5 ml/100 g de peso corporal. A continuacién
se determind la circunferencia abdominal y toracica usando un pie de rey
métrico de precision 0.01 mm. Ademas, también se determind la longitud
craneo-caudal (Novelli y cols., 2007), asi como el indice organosomatico (I0S)
del corazoén y rifibn mediante la relacién 10S = (peso del érgano/peso total) x
100.
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4.2. TOMA Y PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE RATAS

4.2.1. Obtencién y tratamiento de las muestras de orinay heces

La recoleccion de la orina y las heces se llevo a cabo colocando las
ratas individualmente en jaulas de metabolismo, en ayuno y teniendo libre
acceso a la bebida durante un periodo de 12 horas. Tras medir el volumen
total, la orina se dividi6 en alicuotas y se conservaron a -80°C hasta el
momento de su utilizacién. Las muestras de heces se pesaron, se sumergieron

en N liquido y se conservaron a -80°C para su posterior tratamiento.

4.2.2. Obtencion y tratamiento de las muestras de suero

Una vez anestesiados los animales, se procedié a extraer la sangre
mediante puncién intracardiaca a traves del trax. Enseguida, se dejo retraer el
coagulo durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
centrifugd a 3000 r.p.m. durante 10 minutos y con una micropipeta se extrajo el
suero, que se conservo a -80°C hasta ser utilizado para la determinacion de los

diversos parametros.

4.2.3. Obtencion y tratamiento de los distintos 6rganos

Tras extraer el suero y después de realizar una laparotomia media, se
procedio a la extraccién de los érganos (corazoén y rifién), determinando su
peso. Los drganos se sumergieron en N liquido y se conservaron a —80°C para

su posterior analisis.

4.3. DETERMINACION ANALITICA DEL SELENIO

La determinacion de Se en las distintas muestras se llevdo a cabo
mediante un espectrofotometro de absorcién atdmica (EAA) de alto rendimiento
Perkin EImer® (AANALYST 800) con software WinLab32. Este equipo cuenta
con un horno de grafito con climatizacion transversal (THGA) y sistema de
efecto Zeeman para corregir la sefial asi como con un inyector automatico
(Perkin Elmer, Uberlingen, Alemania) y como fuente de radiacién una lampara

de catodo hueco especial de Selenio (ELDs).
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Los pardmetros instrumentales se determinaron teniendo en cuenta "Las
técnicas Perkin Elmer y las condiciones recomendadas: Zeeman-THGA", y las
condiciones para hornos de grafito utilizados por Grinberg y cols., (2005). Para
la medicién se utiliz6 una curva de calibracion de Se (MERCK) a distintas
concentraciones (5, 10, 25 y 50 ug/L) y modificadores de matriz de paladio y
magnesio (MERCK).

Las muestras de suero se diluyeron cinco veces en 0,2% v/v HNO3 y
0,2% de Triton X-100; en cambio, las muestras de orina no necesitaron
tratamiento. El resto de muestras (corazén, rifion, y heces) se desecaron en
estufa durante 72 horas a 110°C y digirieron en un bafio de arena (OVAN)
durante 72 horas y acido nitrico (HNO3z; al 65%, PANREAC) en una
concentracion de 1mL/ 0.1 g de tejido seco. Pasado este tiempo, se adiciond
acido perclorico (HCIO4 al 70%, PANREAC) en concentracién 0.05 mL/ 0.1 g
de tejido seco y se dejaron enfriar. Finalmente, se afiadié acido clorhidrico (HCI
6N, PANREAC) en concentracion 0.5 mL/10 mL de muestra y se procedi6 a la
determinacion de Se en las diferentes muestras segun sus caracteristicas

tisulares (Ojeday cols., 2009).

4.4, ESTUDIO DE INDICES BIOLOGICOS

Para determinar la absorcion y el balance de Se aparente se emplearon

los siguientes indices:

Coeficiente de Digestibiliad C.D.A = (A/l) x 100
Aparente (C.D.A) A=I-F
Balance Aparente (B) B=1-(F+U)

Las siglas usadas son las indicadas por la FAO/OMS (1966): A = Se absorbido, | = Se ingerido, F = Se

en la excrecion fecal, y U = Se en la excrecién urinaria.
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4.5. DETERMINACIONES EN CORAZON Y RINON

4.5.1. Actividad antioxidante y oxidacién de biomoléculas

4.5.1.1. Homogeneizacién tisular

Para la determinacion de la actividad de las enzimas antioxidantes y la
concentracion total de proteinas, una parte del corazon y del rifidn congelados
se pesaron, se trocearon y se sumergieron en proporcion 1:4 p/v en el tampon
de sacarosa (Sacarosa (ROIG FARMA) 250 mM; TRIS (SIGMA-ALDRICH), 15
mM; DTT (SIGMA), 1 mM; EDTA (SIGMA), 1 mM) utilizando un
homogeneizador de tejidos con pistilo de teflon (Pobel 245432, Espafa). El pH
del tampodn se ajustd con HCI (PANREAC; pH = 7, a 4°C).

Posteriormente, el homogeneizado obtenido se centrifugd a 3000 r.p.m.
a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante se separd con una micropipeta y se
dividi6 en alicuotas que posteriormente se congelaron a -80°C hasta el

momento de los analisis.

4.5.1.2. Concentracién total de proteinas

Para expresar la actividad de las enzimas antioxidantes como actividades
especificas (U/mg de proteina) asi como para poder -cuantificar,
posteriormente, las distintas proteinas por western blotting, determinamos las

proteinas totales en el suero, corazén y rifidn.

Fundamento: La determinacion de proteinas se lleva acabo segun el método
descrito por Lowry y cols., (1951). En este método se hacen reaccionar las
proteinas con el reactivo Folin-Ciocalteau, lo que origina un complejo
coloreado. El color se forma debido a la reaccién del Cu?* con las proteinas en
medio alcalino, y por la reduccion del fosfomolibdato por la tirosina y el
triptofano presentes en las proteinas. La intensidad del color depende de la

cantidad de estos aminoacidos aromaticos.

Los reactivos empleados en este método son: Reactivo A: Na,CO3 2% (p/v)
en NaOH 0,1 M, Reactivo B: CuS0O4-5H,0 1% (p/v), Reactivo C: Tartrato de
sodio potasio 2,7% p/v, Reactivo D: 1.5 mL de reactivo B y 1.5 mL de reactivo
C en 150 mL de reactivo A, Reactivo E: Reactivo de Folin-Ciocalteau diluido en
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agua bidestilada (1:1 v/v). Los reactivos D y E deben prepararse en el momento
del uso.

Procedimiento: La técnica consiste en elaborar una curva patron a partir de la
cual, conociendo las concentraciones de los estandares y midiendo sus
absorbancias, podemos calcular las concentraciones de las muestras por

medio de la medicidon de absorbancia de cada muestra.

Para ello, se prepara una solucion madre de albamina bovina de
concentracion igual a 1 mg/mL, a partir de la cual se preparan cuatro
soluciones estandares cuyas concentraciones son: P1: 0,1 mg/mL, P2: 0,05
mg/mL, P3: 0,025 mg/mL y P4: 0,0125 mg/mL.

A continuacion se mezclan en tubos de ensayo 5 mL de reactivo D con 1
mL de suero en el caso de las muestras (diluido con agua bidestilada 1/1000,
para las enzimas antioxidantes) 6 1 mL de homogeneizado de corazon y rifién
de ratas (diluido con agua bidestilada 1/500, para las enzimas antioxidantes y
1/300 para la determinacion de la presencia de proteinas por western blotting),
1 mL de estandares en el caso de los patrones 6 1 ml de agua bidestilada en el
caso del blanco, y se dejan reposar durante 15-20 minutos a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, se afiaden 0,5 mL de reactivo E a los
tubos, se agitan y se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se procede a la lectura de las absorbancias frente al blanco en

espectrofotometro a una longitud de onda de 750 nm.

Célculos: La concentracién de proteinas totales en las muestras se calcula
utilizando la curva patrén de albumina de concentraciones conocidas. Tanto las

muestras como la curva se analizan por duplicado.

4.5.1.3. Actividad de la glutatién peroxidasa

Fundamento: La enzima glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccién de
los peroxidos organicos y del peréxido de hidrégeno en una reaccién en que
interviene el glutation. La actividad de esta enzima se determind segun el
meétodo descrito por Lawrence y Burk (1976) ligeramente modificado. En este

método, el glutatibn oxidado (GSSG) formado por la accion de la enzima GPx
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se acopla a la reaccién que cataliza la glutation reductasa (GR), midiendo la
disminucién de absorbancia a 340 nm como consecuencia de la oxidacion del
NADPH.

GPx
2GSH +H,O, —» GSSG + 2H,0

GR
GSSG + NADPH + H* —  2GSH + NADP”*

Los reactivos empleados en este método son: Tampdn fosfato potasico
(TPK) (pH = 7,4 a 4°C), 250 mM ; Solucién EDTA (en tampon TPK) (SIGMA),
10 mM; Solucién azida (NaNs3) (SIGMA), 10 mM; Solucion NADPH (en NaHCO3
al 0,75% p/v) (SIGMA), 2 mM; Solucion GR (en tampon TPK) (SIGMA), 10 U;
Solucién peréxido de hidrégeno (FORET), 2,5 mM y Solucion glutation reducido
(SIGMA), 10 mM.

Procedimiento: En una microcubeta de 1.5 mL de capacidad, se afiaden 300
uL de TPK, 100 pyL de EDTA, 100 pL de NaNs, 100 pL de NADPH, 100 uL de
GSH, 100 pL de GR y 100uL de suero diluido en agua bidestilada (dilucién
1/10) en ratas o 100 pl de homogeneizado de corazén de ratas (dilucién 1/40) o
150 pl de homogeneizado de rifion de ratas (diluciébn 1/200). Después de
incubar las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente, se inicia la
reaccion con la adiccion de 100 pL de H,O, y se determina la actividad GPx
siguiendo espectrofotométricamente la disminucion de la absorbancia a 340 nm
durante 3 minutos. Las muestras problema se midieron frente al blanco, que se
traté de la misma manera y que contenian agua bidestilada (200 uL) en lugar

de peroxido hidrégeno, para evitar el comienzo de la reaccion.

Calculos: La actividad de la enzima GPx se calcula segun la formula:

mU/mg proteina = [AA(min) - Vf - 10°/€-d -Vm - C] - D
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Donde: mU = nmol/minuto, AA(min) = incremento de absorbancia de la muestra por minuto, valor
absoluto, Vf = volumen final en ml en la microcubeta, ¢ = coeficiente de absorcién para el NADPH, cuyo
valor es 6,22 mM-' cm', d = paso de luz de la cubeta, 1 cm, Vm = volumen de muestra (homogeneizado
diluido) en mL en la cubeta, C = concentracion de proteinas de la muestra (mg proteina/mL), D = dilucidn

del homogeneizado.

4.5.1.4. Actividad de la glutation reductasa

Fundamento: La glutation reductasa (GR) es una enzima dependiente de
nicotinamin adenin fosfato reducido (NADPH), que cataliza la reduccion del
glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH).

La determinacion de la actividad GR se realiz6 segun el método
espectrofotométrico descrito por Worthington y Rosemeyer (1974) ligeramente
modificado, donde se mide la disminucion de absorbancia a 340 nm debida a la
oxidacion del NADPH.

Los reactivos utilizados fueron: Tampon fosfato potasico (TPK) (pH = 7,4 a
4°C), 0,066 M; Solucién cloruro potasico (ACOFARMA), 2 M; Solucion EDTA
(en tampon TPK) (SIGMA), 10 mM; Solucién glutation oxidado GSSG (SIGMA),
10 mM y Solucién NADPH (en NaHCO3 al 0,1% p/v) (SIGMA), 1 mM.

Procedimiento: Para la determinacion en homogeneizado de corazon y rifidn
de ratas, se afiadieron en una microcubeta: 590 uL de tampén fosfato, 100 L
de KCI, 100 pL de EDTA, 100 pL de GSSG y 100 uL de NADPH. Después de 2
minutos de incubacion a temperatura ambiente, la reaccion se inicid
adicionando 10 yL de homogeneizado puro, y se aguarddé la disminucién de
absorbancia a 340 nm durante 3 minutos. Todas las muestras problema se
midieron frente al blanco, que se prepar6 de la misma manera aunque contenia

TPK en lugar del homogeneizado.

Célculos: La actividad de la enzima GR se obtiene por el siguiente célculo:

muU/mg = [AA(min) - Vf - 10*/¢e-d - Vm - C]

Donde: mU = nmol/minuto, AA (min) = incremento de absorbancia de la muestra por minuto, valor

absoluto, Vf = volumen final en ml en la microcubeta, [ = coeficiente de absorcion para el NADPH, cuyo
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valor es 6.22 mM-'cm'!, d = paso de luz de la cubeta, 1 cm, Vm = volumen de muestra (homogeneizado)

en ml en la cubeta, C = concentracidn de proteinas de la muestra (mg proteina/ml).

4.5.1.5. Actividad de la superoxido dismutasa

Fundamento: La enzima superéxido dismutasa (SOD) esta encargada de la

formacién de H,O, y O, a partir del radical superdxido (O2).

20, +2H" — > H0,+0;

La actividad SOD se ensaya siguiendo el método descrito por Fridovich
(1985), parcialmente modificado, en el que se utiliza el sistema xantina/xantina

oxidasa para generar radicales superoxido (O32").

El radical superdxido es capaz de reducir el citocromo c y esta reduccion es
inhibida por la enzima SOD, que compite por los radicales superoxidos y los
“secuestra” llevando a cabo su dismutacion. Por ello, segun este método, el
grado de inhibicién en la reaccién de reduccién del citocromo ¢ es un indicador
de la actividad de la SOD.

Los reactivos utilizados fueron: Tampon fosfato potasico (TPK) K;HPO, /
KH; PO4 (pH = 7,8 a 4°C) c/DTPA, 0,066 M; Solucién xantina (SIGMA), 0,5 mM,;
Solucién citocromo ¢ (SIGMA), 100 uM; Solucién cianuro sédico (NaCN)
(PANREAC), 0,5 mM; Solucién catalasa (SIGMA), 10 U y Solucion xantina
oxidasa (SIGMA), 25 U.

Procedimiento: En una microcubeta se depositaron todos los reactivos
necesarios para llevar a cabo la reaccion, excepto la xantina oxidasa: 490 pL
de TPK, 200 pL de xantina, 200 uL de citocromo ¢, 100 uL de NaCN, 100 pL de
catalasa y 10 puL de muestra (suero/higado). A continuacion, se inicio la
reaccion adicionando 10 pL de xantina oxidasa, y se observo el aumento de
absorbancia a 550 nm durante 3 minutos, debido a la reduccion del citocromo

C.

Para medir la reduccion neta del citocromo c (es decir, en ausencia de
SOD), se realiz6 una medida de referencia que se procesé de la misma forma

pero no contenia muestra, de forma que se produjo la reduccién del citocromo
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c debida a la acciéon de los radicales superéxidos formados por el sistema

xantina/xantina oxidasa.

En las muestras, como se ha explicado anteriormente, la SOD compite con
el citocromo c por los radicales superéxido, de forma que hubo una inhibicién
de la reduccion del mismo. Se definié una unidad (U) de SOD como la cantidad
de enzima que produce la inhibicion de un 50 % de la reduccion del citocromo
C.

Las muestras problema se midieron frente a su blanco de muestra, que se
procesO de la misma forma pero la reacciébn no se inicié con la adicion de

xantina oxidasa.

Calculos: Los resultados se expresan en U/mg proteina y se calculan segun

las siguientes expresiones:
% inhibicion = 100-[(AAmuestramin -+ 100)/ AAreterenciamin]

U/mg proteina = % inhibicién / (50 - ¢)

Donde: AA = incremento de absorbancia y ¢ = mg de proteina presente en la muestra.

4.5.1.6. Actividad de la catalasa
Fundamento: La catalasa (CAT) es una enzima altamente activa que cataliza
la reduccién del peroxido de hidrégeno (H202) a agua.

CAT
H,O, + H,0O, > 2 HO, + O,

Su determinacion se llevé a cabo por el método descrito por Beers y Sizer
(1952), en el cual la disminucion de absorbancia debida a la desaparicion de

H,O, es medida espectrofotométricamente a 240 nm.

Los reactivos utilizados fueron: Tampon fosfato potasico (TPK) (pH= 7,4 a
4°C), 0,066 My Solucién peroxido de hidrogeno (H.0,) (FORET), 1/100 v/v.

Procedimiento: En una cubeta macro de cuarzo con un paso de luz de 1 cm,
se afiadio 2 mL de TPK y 120 yuL de muestra (homogeneizado de corazén y

rindn diluido en agua bidestilada 1/120). Posteriormente, se inicié la reaccion
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afadiendo 480 pL de H,0, y se midié la disminucion de absorbancia, debida a
la reduccion del perdxido de hidrégeno, a 240 nm durante 3 minutos. La

medida se realiz6 frente al aire.

Calculos: La actividad de la enzima presente en la muestra se calcula segun

la formula:

mU/mg proteina = [AA(min)-Vf /g -d-Vm-C]-D

Donde: U = pmol/minuto, AA(min) = incremento de absorbancia de la muestra por minuto, valor
absoluto, Vf = volumen final en mL en la cubeta, ¢ = coeficiente de extincién molar de H,0, (¢ = 0.039%4
mM-' cm!), d = paso de luz de la cubeta, 1 cm, Vm = volumen de muestra en la cubeta en ml, C =

concentracion de proteinas de la muestra (mg proteina/ml), D = dilucién de homogeneizado.

4.5.1.7. Peroxidacion lipidica

Fundamento: Uno de los métodos mas utilizados para evaluar la peroxidacion
lipidica es la cuantificacion de malondialdehido (MDA) por medio de su
reaccion con el acido tiobarbittrico (TBA). El MDA es un producto final de la
degradacion oxidativa de los lipidos que, en condiciones de bajo pH y
temperatura elevada, participa facilmente en una reaccién de adicion nucledfila
con el TBA, generando un pigmento rojo fluorescente (compuesto por una
molécula de MDA y dos de TBA) que puede ser determinado por

espectrofotometria.

Para la determinacion del MDA seguimos el método descrito por Beers y
Sizer (1952), en el cual se valora espectrofotométricamente a 535 nm el aducto

de color rojo formado al reaccionar el MDA con el TBA.

Los reactivos usados para la determinacién de la peroxidacién lipidica
fueron: Solucion &cido tricloroacético (TCA) (MERCK), 20% p/v y Solucion
acido tiobarbiturico (TBA) (SIGMA) al 0,67% p/v.

Procedimiento: En el interior de tubos eppendorf con tap6on de seguridad, una
alicuota de 150 ul de suero o homogeneizado de corazoén y riidbn se mezcld

con un volumen igual de acido tricloroacético (TCA) y se centrifugd durante 10
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minutos a 14000 g y 4°C para precipitar las proteinas. Del sobrenadante que
resultd, se tomd una alicuota (150 pl) y se afiadié una parte igual de TBA al
0,67%, incubando la mezcla en un bafio de agua hirviendo (100°C) durante 10
minutos. Pasado este tiempo, se bajo la temperatura introduciendo los tubos en
hielo y se midi6 la absorbancia de la muestra frente al blanco a 535nm. El
blanco se proceso igual que una muestra pero contenia una alicuota de agua

bidestilada en lugar de suero.

Calculos: La concentracion de MDA presente en las muestras se calculé a

través de la expresion:

A=g-C-d

Donde: A = absorbancia de la muestra, € = coeficiente de extincion molar para el MDA a 535 nm
(¢ = 153.10-* ml/mol.cm), C = concentracién de MDA en la muestra (mol/ml), d = paso de luz de la cubeta
(1cm).

Los resultados se expresaron en moles de MDA formados/mg proteina

en los 10 minutos de incubacion.

4.5.1.8. Oxidacion de proteinas

Fundamento: La oxidacién de proteinas provoca un aumento de los grupos
carbonilos en éstas. La 2,4-dinitrofenilhidrazina se une a estos grupos para
formar 2,4-dinitrofenilhidrazona, un complejo coloreado que absorbe a una
longitud de onda de 366 nm (Reznick y Packer, 1994).

Los reactivos utilizados para esta determinacion fueron: Tampoén fosfato
potasico (TPK) (pH= 7,0 a 4°C), 10 mM; Solucién dodecil sulfato de sodio
(SDS) (SIGMA), 24% plv; Solucion de dinitrofenilhidrazina (DNPH) (en HCL)
(ACOFARMA), 10 mM; Solucion TCA (MERCK), 20% p/v; Solucion de
etanol/acetato de etilo, 1/1 v/v y Solucién guanidina en acido formico (diluido en
agua bidestilada 1/1 v/v), 6 M.
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Procedimiento: A partir del suero o del homogeneizado de corazoén y rifion se
prepararon 300 pL de muestra que contenian aproximadamente una
concentracion de 5 mg proteina/mL. Para ello, una alicuota de suero u
homogeneizado (125 pL) se mezclé con un volumen igual de SDS al 24% para
solubilizar las proteinas, y se completd con TPK hasta alcanzar el volumen final
deseado.

La muestra se incubd durante 3 minutos en bafio de agua a 100°C vy,
posteriormente, se enfrié en hielo. A continuacion, a los 300 pL de muestra se
le afiadieron 300 pL de DNPH y la mezcla se incub6 a temperatura ambiente
(25°C) durante 1 hora, agitando cada 15 minutos. Pasado este tiempo, se
afiadié 300 puL de TCA y se centrifugd la mezcla 3 minutos a 11000 g y 4°C.
Tras desechar el sobrenadante, el precipitado obtenido se lavo tres veces con
1 mL de la solucion de etanol/acetato de etilo, centrifugando (3 minutos, 11000
g, 4°C) después de cada lavado y desechando el sobrenadante tras la
centrifugacion. Por ultimo, el precipitado final se resuspendié en 600 pL de
guanidina 6 M y se dej6 en reposo a temperatura ambiente durante toda la
noche. Al dia siguiente, la muestra se centrifugd a 11000 g, 4°C durante 3
minutos y se midio la absorbancia del sobrenadante frente al blanco (solucion

de guanidina) a 366 nm.

Célculos: La concentracion de los grupos carbonilos presente en la muestra se

calcul6 a través de la expresion:

A=¢g-C-d

Donde: A = absorbancia de la muestra, ¢ = coeficiente de extincibn molar para la 2,4-
dinitrofenilhidrazona (¢ = 21000 M-' cm-"), C = concentracion de grupos carbonilos en la muestra (mol/L),

d =paso de luz de la cubeta (1 cm).

Los resultados se expresaron en nmoles de grupos carbonilos

formados/mg proteina.
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4.5.2. Analisis de la expresion de proteinas cardiacas y renales
4.5.2.1. Homogenizacion tisular para Wester Blotting

El corazdn y rifibn se homogeneizaron en tampon fosfato preparado en una
dilucion 1:10 p/v con los siguientes reactivos: K;HPO4, (PANREAC), 50mM; KH,
PO4 (PANREAC), 50mM y EDTA (SIGMA), 0,01mM.

Previamente, un inhibidor de proteasas (Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, ROCHE) fue afiadido al tampdn fosfato en la proporcion 1/10.

Por dltimo, el homogeneizado obtenido se centrifugd a 2000 g. durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante final se dividié en alicuotas y se congel6 a -
80°C hasta llevar a cabo la determinacion de proteinas totales y la

inmunodeteccion de proteinas.

4.5.2.2. Caracteristicas generales de los anticuerpos

Los niveles de expresion de la GPx-1, GPx-3 GPx-4 ,Sel P, NF-kB y
caspasa-3 fueron determinados por medio de la técnica de inmunodeteccion
de proteinas o Western Blotting por el método de Laemmli (1970), que se utiliza
para identificar y localizar proteinas en base a su capacidad para unirse a
anticuerpos especificos, ademas de proporcionar informacion acerca del
tamafo de la proteina de interés mediante la transferencia de macromoléculas
biolégicas desde un gel hasta una membrana y su posterior deteccién en la

superficie de la misma.

Este proceso es necesario ya que todas estas macromoléculas estan
embebidas dentro de la matriz que forma el gel, lo que imposibilita realizar su
deteccién, mientras que en la membrana, se encuentran accesibles al estar
adheridas sobre la superficie de la misma. En la Tabla 4.5.2.2 se encuentran
las caracteristicas de los anticuerpos y las diluciones usadas en cada

determinacion:
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Tabla 4.5.2.2. Caracteristicas de los anticuerpos usados en la Inmunodeteccion.

Clasificacion y

Anticuerpo peso Dilucion Variante Referencia comercial
molecular
Brimario _ IgG (SC-30147)
GPx 1 (23 kDa) 1:2.000 policlonal en SANTA CRUZ
conejo BIOTECHNOLOGY
Primario _ 1gG (SC-50496)
GPx 3 (23 kDa) 1:2.000 policlonal en SANTA CRUZ
conejo BIOTECHNOLOGY
Brimario _ IgG (SC-50497)
GPx 4 (21 kDa) 1:5.000 policlonal en SANTA CRUZ
conejo BIOTECHNOLOGY
o IgG (SC-30162)
Sel P (Psr;mkaDrS 1:2.500 policlonal en SANTA CRUZ
conejo BIOTECHNOLOGY
Primario : IgG (SC-372)
NF-kB (65 kDa) 1:1.000 policlonal en SANTA CRUZ
conejo BIOTECHNOLOGY
L IgG (Asp 175)
Caspasa-3 FlgmkaDr; 1:1.000 policlonal en | CELL SIGNALING
conejo TECHNOLOGY
GPx1- 1:5.000
GPx3- 1:5.000
. - GPx4-1:10.000 N (SC-2030)
Ant'l rgbblt Secundario colpsooe | oS en SANTA CRUZ
g o ! BIOTECHNOLOGY
NF-Kb-1 :2.500
Caspasa-1:2.500
Anti-B-
Actina Primario 1:20.000 eel (A5441)
(Mouse (42 kDa) en ratén SIGMA
IgG1)
. Anti-lgG1 (A9044)
Ant: I\éoluse Secundario 1:8.000 monoclonal SIGMA
g en ratén
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4.5.2.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida con sds: sds-page

Fundamento: La separacion de las proteinas segun su masa molecular se
efectu6 por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida. Los geles de
poliacrilamida se obtienen por la polimerizacion de moléculas de acrilamida y
N,N’-metilén-bisacrilamida, disueltas en un tampén adecuado. Para ello,
requieren la accion de un polimerizador como el persulfato amaonico (APS), que
al disolverse en agua induce la formacion de diversos radicales libres en la

acrilamida, favoreciendo de esta manera su polimerizacion.

La gelificacion se consigue mediante la formacion de enlaces cruzados en
presencia de la bisacrilamida. Asi se obtiene una malla de cadenas de
poliacrilamida. A este proceso de polimerizacion también se afiade un
estabilizador de los radicales libres, el tetrametilén diamina (TEMED).

La separacién de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida
(PAGE) se realiza en funcién de su carga y de su forma, dependiendo esta

ultima del plegamiento de la proteina.

Los detergentes desnaturalizan las proteinas, rompiendo el plegamiento y
consiguen que todas las proteinas presenten la misma forma y también una
densidad de carga muy similar. El dodecil sulfato de sodio (SDS) es un
detergente que se une en una proporcion de aproximadamente 1,4 g de SDS
por 1 g de proteina, lo que proporciona una relacion carga/masa muy uniforme
para la mayor parte de las proteinas. El tratamiento simultaneo con un agente
reductor de puentes disulfuro, como el 2-mercaptoetanol, asegura que la
proteina estd completamente desnaturalizada antes de ser cargada en el gel,

garantizando que corre de manera uniforme.

Para controlar visualmente el avance de la proteina en la electroforesis y
evitar que sobrepase el extremo del gel, se emplea un colorante como el azul

de bromofenol.

Procedimiento: Previamente a la carga de las muestras, en un tubo de

eppendorf de 1,5 mL se pipeteé el volumen necesario de muestra para la
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cantidad de proteina que queriamos cargar (150 pg en corazéon y 200 pg en
rifidn) y se llevd hasta el volumen deseado con tampdén de carga, con el
objetivo de pipetear el mismo volumen y la misma cantidad para todas las
muestras. A continuacion, se incubaron las muestras a 95°C durante 5 minutos,

para desnaturalizar las proteinas.

A continuacion se prepararon los geles con la composicion establecida en la
tabla 4.5.2.3

Tabla 4.5.2.3. Componentes empleados en los geles.

Cantidades
Gel separador para
REACTIVO la GPx-1, GPx-3, Gel separador Gel
para Sel P y NFkB
GPx-4y caspasa-3 - concentrador
: _ (8% acrilamida)
(12% acrilamida)
Agua Bidestilada 3,3mL 4,6 mL 55mL
Acrilamida-bisacrilamida
4 mL 2,7 mL 1,3mL
30% (BIO-RAD)
Tris (SIGMA) 1.5 M a
2,5mL 2,5mL 1mL
pH 8,8
Dodecil sulfato de sodio
(SDS) (SIGMA) al 10% p/v 100 pL 100 pL 80 uL
en agua destilada
Persulfato aménico (APS)
(SIGMA) al 10% p/v en 100 pL 100 pL 80 pL
agua destilada
TEMED (BIO-RAD) 5uL 6 uL 8 uL

El gel separador, se vertié entre los dos vidrios de un equipo de BIO-RAD
LABORATORIES para Western Blotting. Para que la superficie del gel quedase
plana y se evitase la entrada de oxigeno atmosférico, se afiadi6 agua
bidestilada entre los vidrios. Cuando el gel polimerizo (aproximadamente en 25-
30 minutos), se elimind el agua bidestilada, se vertio el gel concentrador y se
introdujo un peine evitando la formacion de burbujas. Este Ultimo se retiré con

cuidado tras la polimerizacion del gel (después de 30 minutos). A continuacion
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se montd el equipo de electroforesis y se llend la cubeta con tampdén de
electroforesis diluido (1/10) en agua bidestilada, se cargaron las muestras en
los pocillos, asi como el marcador de peso molecular (Prestained Protein
Molecular Weight Marker 26612- THERMO SCIENTIFIC) con ayuda de una
pipeta y se conecto la cubeta a una fuente de voltaje. Se aplicé una intensidad
de 150 V con un regulador de voltaje (PowerPac™ Basic — BIO-RAD), hasta

que el frente de las muestras alcanzo el extremo final del gel.
La composicion de los tampones fue:

1. Tampon de carga: Tris (SIGMA) a pH 6,8 en concentacion 1M; Glicerol
(PANREAC), 0,1 % p/v; Dodecil sulfato de sodio (SDS) (SIGMA), 10%
p/v; Azul de Bromofenol (SIGMA), 2 % v/v y 2-mercaptoetanol (BIO-
RAD) al 5 % v/v.

2. Tampon de electroforesis: Tris (SIGMA), 250 mM; Glicina (SIGMA), 1,92
My Dodecil sulfato de sodio (SDS) (SIGMA), 1% p/v.

4.5.2.4. Transferencia de proteinas

Fundamento: Esta técnica permite que las proteinas separadas por
electroforesis sean accesibles a la deteccién por anticuerpos, dado que las
proteinas se quedan fuertemente adheridas a la superficie de una membrana,

generalmente de nitrocelulosa.

Los reactivos usados para la preparacion del tampén de transferencia
fueron: Tris (SIGMA), 20 mM; Glicina (SIGMA), 192 mM y Metanol
(PANREAC), 20 %v/v.

Procedimiento: Se recortd un rectangulo de membrana de nitrocelulosa (BIO-
RAD) y dos de papel de Whatman, ambos ligeramente mayores que el gel, y se
sumergieron en tampon de transferencia, en simultaneo con dos almohadillas
de esponja. Se realiz6 el montaje de transferencia en un cassette adecuado
para el efecto, siguiendo el orden: tapa negra, almohadilla de esponja, papel de
Whatman, gel, membrana, papel de Whatman, almohadilla de esponja y tapa

transparente. Al mismo tiempo se aplicO presion para evitar la formacion de
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burbujas entre el gel y la membrana. Este cassette se colocé en la cubeta de
transferencia, conjuntamente con una barra magnética y una bolsa de hielo y
se llend la cubeta con tampon de transferencia hasta el nivel indicado. Por
altimo, se conectd a una fuente de voltaje y se aplico una intensidad de 100 V

durante una hora.

4.5.2.5. Inmunodeteccion

Fundamento: La inmunodeteccibn puede ser indirecta o directa. La
inmunodeteccion indirecta se basa en un procedimiento en el cual se emplea
un anticuerpo especifico para localizar la proteina que quiere estudiarse
(anticuerpo primario) y un segundo anticuerpo (anticuerpo secundario) contra
las inmunoglobulinas de la especie en la que se ha obtenido el anticuerpo
primario. El anticuerpo secundario posee alguna marca capaz de producir una
sefal detectable. Este es el método mas cominmente empleado y también lo

gue se utilizé en nuestro estudio.

Los reactivos utilizados fueron:

1. Solucion TBST: Tris (SIGMA), 10 mM; NaCl (ACOFARMA), 100 mM vy
Tween 20 (SIGMA), 0,1% v/v.

2. Solucion de bloqueo y de dilucién de anticuerpos (BIO-RAD), 3% pl/v
disuelta en TBST.

3. Solucién de Ponceau S en 5% de acido acético (SIGMA), 0,1 %plv.

Procedimiento: Una vez efectuada la transferencia se comprobo la eficacia de
la misma. Para ello, en un recipiente plastico se tifi6 la membrana con el
colorante de Ponceau, durante breves instantes, y seguidamente se lavo
cuidadosamente con agua bidestilada. Tras este paso, se introdujo la
membrana en una solucién de bloqueo, de forma que quedase completamente
cubierta y se dejo incubando a temperatura ambiente durante una hora en
agitacion orbital a 50 r.p.m. (aparato Orbit 1000-LABNET).

Finalizado el bloqueo de la membrana, ésta se incubd con el anticuerpo
primario especifico diluido en solucion de bloqueo durante toda la noche a 4°C

en el agitador orbital (Tabla 4.5.2.2). Terminada la incubacion, se realizaron
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ocho lavados con TBST de tres minutos cada uno. El anticuerpo secundario se
prepar6 de la misma forma que el primario con las diluciones especificas
detalladas anteriormente (Tabla 4.5.2.2). Este se dej6 incubando una hora a
temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se procedio a lavar de la

misma forma que con el anticuerpo primario.

45.2.6. Revelado

Fundamento: En este estudio se utilizd el proceso de quimioluminiscencia.
Este se basa en la emision de energia en forma de luz a partir de una
sustancia, como consecuencia de una reaccion quimica. Para este efecto es
comun la utilizacién de un anticuerpo secundario marcado con peroxidasa de

rAbano, actuando esta como catalizadora de la reaccion.

Los materiales empleados en esta fase son: Cassette de exposicion, Peliculas
de alta sensibilidad (KODAK), Revelador y Fijador (KODAK) y Detector de
quimioluminiscencia (ADVANSTA - WesternBright™ Quantum).

Procedimiento: En una habitacion oscura, la membrana se incub6 durante dos
minutos con el liquido detector de quimioluminiscencia. Seguidamente se retird
el exceso de detector y se colocé la membrana en el interior del cassette y se
expuso frente a la pelicula fotografica, durante unos minutos. Por udltimo, se
introdujo la pelicula en recipientes que contenian la solucion reveladora, el

agua y la solucion fijadora y se dejo secar a temperatura ambiente.

Los resultados obtenidos se analizaron por densitometria y se
cuantificaron en términos de densidad Optica, siendo expresados como
porcentaje de unidades relativas tomando como 100% los datos del grupo

control. Para este fin, se utilizé el programa analitico PCBAS 2.08e.

El anticuerpo de la B-actina se utiliz6 como control de expresion de cada una

de las proteinas investigadas.
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Figura 4.5.2.6. Resumen de la técnica de Western Blotting
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4.6. DETERMINACION DE PARAMETROS EN SUERO Y ORINA
4.6.1. Determinaciones bioquimicas
4.6.1.1. Perfil bioguimico

El estudio bioquimico se realizé en las ratas una vez finalizado el periodo
de tratamiento, tras un periodo de ayuno de 12 horas. La extraccién de la
sangre y la obtencion del suero, se realizaron de acuerdo con el procedimiento
citado anteriormente en el apartado 1.3.1. Los analisis se efectian en un
analizador automatico discreto multicanal (BAYER RA 1000). Los parametros
medidos fueron los siguientes: fosfatasa alcalina, colesterol, glucosa, aspartato-
aminotransferesa (AST), alanino-aminotransferasa (ALT), bilirrubina total, y

triglicéridos.

4.6.1.2. Parametros relacionados con la funcién renal

Los niveles de creatinina, alblmina, urea, Na*" y K* en suero y orina se
determinaron en el Hospital Universitario Virgen de Valme mediante pruebas de
bioquimica clinica de rutina, en el médulo Cobas 6000 (Roche Diagnostics
GmbH), segun las especificaciones del fabricante y utilizando reactivos
patentados. El instrumento se calibré con el material estandar de referencia

patentado y se verificd con el uso de controles de calidad propios.
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4.6.2. Determinaciéon de los niveles de aldosterona

Fundamento: Los niveles de aldosterona en suero y orina se determinaron
mediante ELISA, utilizando el Kit Inmunoensayo de la Enzima Aldosterona
Enzo Life Sciences, un kit completo para determinar la cantidad de aldosterona
en muestras de suero y orina. La aldosterona se determina mediante la unién
del anticuerpo presente en la pared de los pocillos a los anticuerpos primarios
que se le afiaden a través de las soluciones comerciales que se van

adicionando durante el ensayo.

Los reactivos utilizados son los suministrados por el fabricante: Tampén de
ensayo, 27 mL Catalog No. 80-0010: Tampoén tris que contiene proteinas y
azida sddica, estandar de aldosterona, 0.25 mL, Catalogo No. 80-2071: una
solucion de 10.000 pg/mL de aldosterona, Placa de 96 pocillos IgG anticuerpo:
una placa transparente de tiras separables recubiertas con un anticuerpo
policlonal, Anticuerpo aldosterona ELISA, 5 mL, Catalogo No. 80-2072: una
solucion amarilla de anticuerpo policlonal de aldosterona, Conjugado
aldosterona ELISA, 5 mL, Catalogo No. 80-2073: una solucion azul de
aldosterona conjugada con fosfatasa alcalina, Concentrado de tampon de
lavado, 27 mL, Catalogo No. 80-1286: Detergentes que contienen solucion
salina de tampdn de tris, Substrato de pNpp, 20 mL, Catalogo No. 80-0075:
solucion de p-nitrofenil fosfato., Solucion de parada, 5 mL, Catalogo No. 80-

0247: solucidon acuosa de fosfato trisodio.

Procedimiento: primeramente, las muestras de suero se diluyeron 1:8 y las de
orina 1:20 en tampdén de ensayo, y se procedi6 a la preparacion de los
estandares de aldosterona a partir de la solucién estandar 10.000 pg/mL (250,
125, 62.5, 31.3, 15.6, 7.8, 3.9 pg/mL) A continuacion, los estandares y
muestras en un volumen de 100 pl se vertieron en los pocillos con el anticuerpo
de aldosterona. Seguidamente se afiade una solucion azul de aldosterona
conjugada con fosfatasa alcalina, y posteriormente una solucion amarilla de
anticuerpo secundario de aldosterona. Durante la incubacion a 4°C los
anticuerpos se unen, de manera competitiva durante 24 horas. Tras la unién, la

placa se lava con el tampdn de lavado quedando solo la aldosterona unida. La
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solucion de sustrato de pNpp se afiade y se incuba durante 1 hora dando
coloracion amarilla cuando son catalizados por la fosfatasa alcalina en la
aldosterona conjugada. Inmediatamente tras la incubacion se afiade la solucion
de parada y la solucidbn amarilla generada se lee a 405 nm mediante el
refractometro M-2000 Reader, Optic Ivymen® System, Clinicord, S.L. La
cantidad de aldosterona de la sefial es indirectamente proporcional a la

cantidad de aldosterona en la muestra.

Célculos: La concentracién de aldosterona se calcula a partir de los datos de
DO obtenidos:

1. Se calcula el promedio neto de la densidad oOptica (DO) de cada

estandar y muestra restando al promedio de las uniones no especificas

de la DO de cada estandar y muestra:

Promedio neto DO= promedio DO — promedio DO uniones no
especificas
2. Se calcula la union de estandar como el porcentaje maximo de union
(Bo), usando la siguiente formula:

Porcentaje de unién = DO neta/DO neta de estandares

3. Se traza una recta de calibrado del porcentaje de unién (B/Bo) frente a la
concentracion de aldosterona de los estandares. La concentracion de
aldosterona de los muestras es determinada por interpolacion. Las
muestras cuya concentracion este fuera de la recta de calibrado se
puede usar una dilucién distinta para calcular su concentracion de

aldosterona.

4.6.3. Determinacion de la presion arterial y la frecuencia cardiaca

El dia anterior al sacrificio se midid la presion arterial sistolica y
diastdlica, y la frecuencia cardiaca de las ratas madres mediante el método
indirecto de oclusion de la cola (Gomez-Amores y cols., 2007). Las mediciones
se realizaron usando un Medidor de presion 645 NIPREM (CIBERTEC,

Barcelona,Espafia). Las sefales recogidas se trataron con un soporte
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informatico a través de un sistema de adquisicion de datos acoplado al medidor
de presién. Cada medicidén en cada animal se realiz6 3-4 veces sucesivamente
con el fin de calcular la media aritmética, que fue el valor utilizado. Una vez
obtenidos los valores de la presion arterial sistolica y diastolica se calcul6 el

valor de la presion arterial media mediante la siguiente formula:
PAM = PAD + 1/3 (PAS-PAD)

4.7. MARCADORES DE LA FUNCION RENAL

4.7.1. Calculo de lafuncién renal

4.7.1.1. Aclaramientos
Una vez obtenidas las concentraciones de creatinina, sodio, potasio y
selenio en suero y orina, se calcula el aclaramiento de creatinina, sodio,

potasio y selenio usando la siguiente expresion:

CL =Vo - Co/ (Cs - 1440)

Donde:

CL = aclaramiento de creatinina, sodio, potasio y selenio (ml/min)

Vo = volumen de orina recogido en 24 horas (ml)

Co = concentracion de creatinina, sodio, potasio y selenio en orina (mg/dl)

Cs = concentracion de creatinina, sodio, potasio y selenio en suero (mg/dl)

Una vez obtenido los aclaramientos de sodio, potasio y selenio se
relativizan con el aclaramiento de creatinina para obtener mas informacion

acerca del funcionamiento renal.

4.7.1.2. Excrecioén fraccional de sodio

La excrecion fraccional de sodio (EFNa), es la cantidad de sodio que se
elimina del organismo a través de la orina comparada con la cantidad filtrada y
reabsorbida por el rifién. Es uno de los factores que se utilizan para evaluar el
origen de la insuficiencia renal, ya que ayuda a determinar si la reduccion en la
produccion de orina se debe a una disminucion del flujo sanguineo al rifion

(fallo prerrenal), los valores de EFNa son menores al 1% Yy indica situaciones
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prerrenales y glomerulonefritis agudas. Mientras que cuando el dafio es en el
rifidn en si (fallo renal) los valores EFNa son mayores al 1%, siendo habitual en
la mayoria de las necrosis tubulares aguda, enfermedades renales cronica y

tras la administracion de diuréticos.

Se obtiene mediante un calculo basado en las concentraciones

de sodio y creatinina en la sangre y en la orina a través de la siguiente formula:

EFNa = (Na* orina/Na" plasma)/ (Cr orina/Cr plasma) x 100

4.7.1.3. Gradiente transtubular de potasio

El gradiente transtubular de potasio (GTTK) es un indice para analizar la
actividad renal en su balance de K* en relacion con el K* presente en plasmay
la osmolaridad en ambos medios. Permite valorar la presencia y actividad de la
aldosterona en el tubulo distal.

Se obtiene mediante la siguiente formula:

GTTK=[K" orina/ (Osm orina/Osm plama)]/ K" plasma

4.7.1.4. Osmolaridad

Para medir la osmolaridad de la orina, se separa de cada muestra una
alicuota de 50 pl y se realiza la lectura empleando un osmémetro crioscépico
Osmomat 30 (Alemania).

4.8. DETERMINACION DE MARCADORES VASCULARES

Se determinaron en suero los niveles de Caveolin-1 (Cav-1), CTGF
(Factor de Crecimiento del Tejido Conectivo), tPAI-1 y VEGF (Factor de
Crecimiento Endotelial Vascular) usando el MAPA MILLIPLEX RV1IMAG-26K
(Millipore Corporation, Missouri, EUA), basado en inmunoensayos en la
superficie de microesferas codificadas con fluorescencia, siguiendo las
especificaciones del fabricante (50 eventos por perla, muestra de 50 l,

Configuracion de la puerta: 8000-15000, tiempo de espera 60 segundos,
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melatonina conjunto de microesferas 34). La placa se ley6 en el analizador
LABScan 100 (Luminex Corporation, Texas, EE.UU.) con el software
XPONENT para la obtencién de los datos. Los valores medios para cada
conjunto de muestras o estandares duplicados estaban dentro del 15% de la

media.

4.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media * error estandar de la media
(ESM), siendo “n” el numero de muestras utilizadas. Las medias mostradas se
obtienen a partir de 8 datos. Para comparar las distintas variables objeto de
nuestro estudio en los diferentes grupos experimentales, los datos se
analizaron utilizando el analisis de varianza ANOVA en el programa (GraphPad
Instat 3). Posteriormente, se utilizo el test de Tukey-Kramer para determinar las
diferencias significativas entre las medias de los valores obtenidos para los
cuatro grupos estudiados, considerandose diferencias estadisticamente

significativa valores de p<0,05.

Para expresar las diferencias estadisticamente significativas entre los

diversos grupos experimentales en ratas se utilizé la siguiente simbologia:

Tabla 4.9. Significacion utilizada

Grupos

p <0.001

Clvs Al . - -

Clvs ClISe
c cc ccce

Al vs AlSe
a aa aaa

ClSe vs AlSe

[ ] [ X ) [ X X ]

97



Materiales y métodos Paula Sobrino Calero

98



ResuLtapos Y Discusion







Resultados y discusion Paula Sobrino Calero

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. CONTROL NUTRICIONAL, MORFOLOGICO Y METABOLICO
5.1.1. Control nutricional y morfolégico

Al observar los resultados del control nutricional y morfolégico, se puede
comprobar que la ingesta sélida y caldrica fue similar en los cuatros grupos
experimentales, no encontrandose diferencias significativas en el incremento
de peso ni en la longitud craneo caudal de dichos animales. Respecto a la
ingesta liquida fue significativamente menor en el grupo Al que en el grupo CI
(Tabla 5.1.1). Parece ser que la via de administracion y la concentracion de
alcohol utilizada pueden ejercer efectos adversos en la funcion adrenal, la cual
esté fisiolégicamente involucrada en el consumo de agua y en su absorcion por
el rindn (Rivier, 1996). Por ello, en el grupo experimental Al, los dias de
tratamiento en los que se inyectaron 3g/Kg/d de alcohol se alcanzaron
alrededor de 200 mg/dl de alcohol en sangre lo cual ha producido que las ratas
hayan ingerido menos cantidad de agua durante esos dias en concreto, y asi

en el periodo experimental.

Para conocer la distribucion de la grasa corporal y posible obesidad visceral
se han medido la circunferencia toracica y abdominal, asi como la ratio entre
ambas. La circunferencia abdominal en los grupos Al y CISe son
significativamente mayores que el grupo CI, sin embargo la ratio entre la
circunferencia abdominal y circunferencia toracica es significativamente mayor
s6lo en el grupo Al. A pesar de que las ratas expuestas a BD ingieren la misma
cantidad de comida que las demas se favorece el almacenamiento de grasa a
nivel visceral exclusivamente. En el grupo Al la grasa visceral es alta,
produciéndose posiblemente esteatosis hepatica en estos animales (Ojeda y
cols., 2017b), otra causa mas para generar un mal funcionamiento hepatico
(Tabla 5.1.2). Asi, existen cambios metabdlicos a nivel lipidico, sin embargo el
efecto sumatorio de BD y la suplementacion con Se no afecta a esta
disposicion de la grasa, manteniéndose estable la ratio entre la grasa visceral y

subcutanea.

El peso relativo, asi como la concentracion proteica en el corazén y el rifién

fue similar en los cuatros grupos estudiados, asi el consumo de alcohol agudo
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y repetido, y la suplementacion de Se utilizada no afectan al desarrollo

macroscopico de estos tejidos.

Tabla 5.1.1. Control nutricional y morfolégico al final del periodo experimental.

AlSe

Parametros Cl | ClSe
Ingesta sélida 13.10+0.79 | 12.06+067 | 1358+061 | 12.10+0.61
(g/dia)
Ingesta liquida 23.45+1.0 20.42+0.9 23.94+1.1 21.7+1.0
(ml/dia) *
Ingesiaicalonica 53.71+322 | 49.44+296 | 5567+3.34 | 46.37+2.78
(Kcal/dia)
Incremento peso
corporal (/i) 5.38 + 0,19 5.03 + 0.27 5.34+0.25 5.17 + 0.23
Longitud Craneo
Caudal (em) 1678 +0.26 | 15.82+0.32 16.7 + 0.37 15.6 + 0.18
Circunferencia
Tordcica (om) 8.34+0.23 8.5+ 0.44 9+0.35 8.7 +0.20
Circunferencia 9.45 + 0.32 9.43 +£0.22
Abdominal (om) 8.5+ 0.22 " c 8.84 + 0.26
Ratio C. Abdominal /|, 45, g6 1.11+0.06 1.04 +0.07 1.01 +0.06
C. Torécica *
Peso Relativo 052+0.024 | 052+0011 | 047+0.009 | 0.50+0.023
Corazédn (%)
[Prot] Corazén (mg
orot/m) .82 + 0.64 9.03 + 0.67 8.34 + 0.50 9.04 +0.73
= Re'("’;o')" ORIAON | 96240033 | 0.984+0026 | 1.025+0.035 | 1.014 +0.058
[Prot] Ridn (mg 1532+0.70 | 15.99+1.07 | 1539+042 | 16.87+0.73

prot/ml)

Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacién estadistica: Cl vs Al: * p<0.05;

Cl vs ClISe: ° p<0.05.
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5.1.2. Parametros bioquimicos

El consumo de alcohol tipo BD en las ratas produce cambios en sus perfiles
bioquimicos. Como vemos en la tabla 5.1.2, determinados parametros
bioquimicos en suero como las enzimas hepaticas AST y ALT, asi como su
ratio, triglicéridos, colesterol, glucosa y bilirrubina total, se encuentran
significativamente aumentados en el grupo Al respecto al grupo Cl. La
suplementacién con Se a las ratas alcohélicas disminuye significativamente los
niveles de AST y la ratio entre transaminasas con respecto a Al. Sin embargo,
la AST, ALT, colesterol y glucosa siguen aumentados en el grupo AlSe

respecto al grupo ClSe.

El andlisis de las concentraciones séricas de las enzimas aminotransferasa
puede ser muy util como indice de lesion hepatocelular. En los grupos alcohol,
suplementados con Se y no suplementados, se observa un incremento
significativo de la AST y ALT en comparacion con los grupos controles, lo que
indica que el patron de consumo alcohdlico tipo BD afecta la integridad
hepatica. La suplementacion con Se es efectiva disminuyendo los niveles de
AST, beneficiando los valores de la ratio entre transaminasas, usada como

marcador de dafio hepatico (Sorbi y cols., 1999).

Recientemente, se han encontrado datos similares en ensayos clinicos
(Binder y cols., 2016), con un aumento en la relacién AST/ALT, lo que refleja el
dafio de los hepatocitos después del consumo intensivo de alcohol en
adolescentes. Se sabe que la mayoria de las enfermedades hepaticas cursan
con un aumento de las transaminasas seéricas, especialmente ALT, excepto en
la hepatopatia alcohdlica cronica en la que los niveles de AST duplican a los de
ALT, con un aumento resultante en la ratio AST/ALT. La ratio aumentada esta
relacionada con el hecho de que el alcohol promueve un déficit de fosfato de
piridoxal y conduce a una marcada toxicidad en las mitocondrias, la ubicacion
principal de la AST, lo que permite la liberacion de esta enzima a la sangre
(Sorbi y cols., 1999). Es importante remarcar que la suplementacion con Se
utilizada disminuye los niveles de AST, pero no de ALT, en el suero,

disminuyendo esta ratio caracteristica del consumo de alcohol.
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La diferencia entre AST y ALT radica en el hecho de que las AST se
encuentran dentro de la célula, ligadas a las mitocondrias, mientras que la ALT
esta libre en el citoplasma. Ademas, la ALT generalmente no se encuentra
fuera del higado; AST, sin embargo, esta presente en el higado y en el musculo
cardiaco en cantidades significativas. De hecho, esta determinacion de
transaminasas se utilizdé por primera vez para diagnosticar ataques cardiacos.
Por lo tanto, el Se podria estar actuando a través de dos vias: 1)
especificamente en las mitocondrias, mejorando su funcién debido a la
expresion aumentada de GPx4 que protege las mitocondrias especificamente
del dafio oxidativo, y 2) al llevar el Se al corazon contribuye a la replecion de
los depositos de Se en este tejido, donde este nutriente tiene conocidos efectos

cardioprotectores (Hoffmann y cols., 2011).

Tabla 5.1.2. Andlisis bioquimicos de suero de las ratas.

Fosfatasa Alcalina

Ui 5334525 | 590+454 | 547+505 | 584+ 24.9
AST (U/L) 120 + 4.7 203*1: ;1.7 131428 167.7.i 11.9

ALT (UIL) 38 0.9 51£2.4 10+34 56+ 2.9
Ratio AST/ALT 3162016 | *U/7020 1 3265016 | 2992015
Triglicéridos (mg/dL) | 65.6+1.2 SO A 727436 T
Colesterol (mg/dL) 864+21 96 1;2'3 86.3+2.3 101'2.1 3.3
Glucosa (mg/dL) 1485 +5.2 189£45 | 15731121 | 212113
B""E“mbg;?daL)TOta' 0.56+0034 | 0690041 1 553.0036 | 0.63+0.036

Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacién estadistica: Cl vs Al: * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001; Al vs AlSe: ® p<0.05, *** p<0.001; CISe vs AlSe: "p<0.05, " p<0.01.

Ademas, el modelo de BD repetido durante la adolescencia modifica
drasticamente el metabolismo, produciendo aumentos séricos de triglicéridos,
colesterol, glucosa y bilirrubina. Estas alteraciones metabdlicas no se modifican
con la suplementacion de Se. Recientes estudios relacionan el Se y a
diferentes selenoproteinas con RI y cambios metabdlicos importantes

relacionados con el perfil glucidico y lipidico (Ojeda y cols., 2018).
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Lindtner y cols. (2013) desarrollaron una investigacion para determinar los
efectos del BD sobre la homeostasis de la glucosa y la actividad de la insulina,
administrando, diariamente, durante tres dias consecutivos, 3g/Kg de etanol
por via intraperitoneal, a ratas de la raza Sprague-Dawley. Estos investigadores
observaron que las ratas presentaban un incremento de los niveles de glucosa
en sangre y una mayor expresion de la PTP1B, proteina inhibidora en la via de
sefalizacion de la insulina, por lo que concluian que el BD disminuye la
tolerancia a la glucosa e induce la RI, incrementado el riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2. Incluso, cuando los niveles de alcohol en sangre de
estos animales eran practicamente indetectables ambos fendmenos se
mantenian. Asi, teniendo en cuenta estos datos, se podia sugerir que el
aumento de glucosa encontrado en los grupos de nuestro estudio Al y AlSe,
podia ser el resultado de un desequilibrio homeostatico en la glucosa y de un
aumento en la RI, provocado por el BD. En este punto, también se conoce que
el Se participa tanto por exceso como por defecto en la Rl (Wang y cols., 2014;
Zhou y cols., 2013; Seale y cols., 2012; Lanbuskyy y cols., 2011) aumentando
los triglicéridos y el colesterol sérico, asi como generando esteatosis hepatica,
principalmente a traves de la GPx-1 y la Sel P hepética, alterando la cascada
de sefalizacion de insulina a través del PTP1B y la PTEN y/o la AMPKk,
mediadora fundamental de la homostasis energética. Por tanto, en el caso del

grupo AlSe, los efectos sobre el perfil bioquimico serian sumatorios.

Por otro lado, es conocido que la ingesta de alcohol puede promover un
aumento en la sintesis y acumulacién de triglicéridos hepéticos, bien a través
de la PKCe activada o bien, por la inhibicion del PPARa y la estimulacion de la
SREBP1 (Suh y Jeong, 2011; Kaiser y cols., 2009). Una vez acumulados en el
higado, los triglicéridos son transportados por la apolipoproteina B, que se
ensambla a ellos, favoreciendo su secrecion y por tanto, su aumento en

sangre.

La bilirrubina es un producto resultante del catabolismo de la hemoglobina,
la cual es captada por el higado y conjugada, siendo, posteriormente,
excretada en la bilis. Un incremento de bilirrubina puede indicar un trastorno
hepatico o extrahepatico. Numerosos estudios indican que el consumo crénico

0 agudo de alcohol lleva a un incremento de los niveles de bilirrubina en sangre
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(Lu y cols., 2007; Vendemiales y Lieber, 1984) Nuestros resultados concuerdan
con estas investigaciones, y la suplementacion con Se no parece ser efectiva

en este punto.

5.2. HOMEOSTASIS DE SE

Como ya se comentd, el Se es un elemento esencial para la vida y se
necesita una adecuada cantidad para tener un buen estado de salud (Reszka y
cols., 2012; Papp y cols., 2007; Forceville, 2001) Por ello, se han medido los
niveles de Se en los dos 6rganos de estudio asi como el balance y distribucion
de Se en las ratas expuestas a BD y suplementadas con Se.

Como se observa en la tabla 5.2, la ingesta de Se en el grupo Cl y Al son
significativamente menores que la observada en los CISe y AlSe con lo que se

confirma que el método usado para la suplementacion de Se es correcto.

Tabla 5.2. Valores de la homeostasis de Selenio.

Se ingerido 2.77 £0.16 5.4 +0.32
(ug/dia) 3.01 £ 0.22 aaa cce 4.8 +0.27
Se Suero (ug/L) 205.35 + 6.86 178;10 +5.70 335.32+7.91 235.26 £ 6.37
,aaa ccc
C.D.A (%) 96.27 £ 5.77 97.07 £ 6.97 96 £6.77 98 £ 5.88
Balance
Aparente 2.67+0.14 Z'Baiag'” 4'69C§C0'32 4.62+0.32
(ug/dia)
Se en Heces 112 + 7 815 170 + 10 907
(ng/d ia) - * CCC (YY)
Se en Orina 90 + 10 540 + 20 150 + 10
(ng/dia) 220+24 Fkk cce
Se Corazoén (ug
Selg tejido 012+0.1 0.09£0.01 0.18 £ 0.02 0.17 + 0.02
seco) , aaa cc
Se Rifi6n (ug
Selg tejido 0.46 + 0.02 037001 0.57+0.01 0.64 + 0.01
seco) , aaa cc

Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacién estadistica: Cl vs Al: * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001; Cl vs ClSe: “ p<0.01; “° p< 0.001; Al vs AlSe: **® p<0.001; CISe vs
AlSe: ™ p<0.001.
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También, en nuestro estudio se encuentra una disminucién significativa en
los niveles de Se en suero entre los grupos que consumen alcohol (Al'y AlSe) y
sus respectivos controles (Cl y CISe). Este hecho implica una relacién directa
entre BD y los niveles séricos de Se. Por lo tanto, el alcohol modifica la
biodisponibilidad de este nutriente, aunque la suplementacion usada restablece
los niveles séricos de Se hasta niveles controles. Esta disminucién de Se
puede ser debido a que el alcohol actia sobre el metabolismo del Se y/o a que
el Se se desplaza hacia los tejidos para sintetizar selenoproteinas antioxidantes
(GPxs) para disminuir el EO generado por el consumo agudo y repetido de
alcohol.

Nuestros datos coinciden con la literatura existente que establece que el
consumo crénico de alcohol altera los niveles de Se, en animales y humanos
(Ojeda y cols., 2009; Gonzalez-Reimers y cols., 1999). Otra posible explicacion
de la disminucion de los niveles séricos de Se podria residir en el propio
metabolismo del alcohol, ya que genera una serie de productos téxicos que, en
el higado, interfieren con la sintesis de diferentes selenoproteinas, tales como
Sel P, principal transportador de Se en el plasma, asi como de otras proteinas
transportadoras de Se como la albumina (Gao y cols., 2004). Sin embargo en
estudios previos con un exacto modelo experimental al usado en esta memoria,
la Sel P hepética (principal fuente de sintesis) no estaba alterada por el BD
(Ojeday cols., 2017b).

Respecto a la absorcion aparente de Se (C.D.A) no se encuentran
diferencias significativas entre los grupos experimentales, por lo que no estaria
influenciado por el consumo agudo de alcohol ni por la cantidad de Se ingerida
en el agua de bebida. Sin embargo, la retencién de Se (balance aparente) si se
encuentran disminuidas significativamente en los grupos no suplementados
respecto a los grupos suplementados, lo que estd en consonancia con la menor

ingesta de este micronutriente, aunque no con el consumo de alcohol.

La excrecion de Se, en las heces y en la orina, es significativamente menor
en los grupos que consumen alcohol, Al y AlSe, respecto a sus respectivos

controles. Mostrando que tras el consumo de alcohol agudo, el organismo hace
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un esfuerzo por no eliminar este nutriente, y lo deriva a los tejidos por su

importancia como antioxidante, pues los niveles séricos estan disminuidos.

Sin embargo, por primera vez se constata en este trabajo, que los niveles
de Se en el grupo Al son significativamente inferiores a los del grupo control en
el corazébn y en el rindn, mostrando que el consumo de alcohol agudo y
repetido tipo BD altera los depdsitos tisulares de Se, del mismo modo que lo
hace el consumo crénico de alcohol en higado, corazén y rifion (Ojeda y cols.,
2010), a pesar de que estos animales ingieren la misma cantidad de Se en
dieta que los controles. Habria que seguir explorando los depdsitos tisulares de
Se en otros tejidos para comprender mejor la homeostasis de Se, tales como

musculo y pancreas.

Esta deplecién de Se observada en el corazon y rifién de los animales que
consumen alcohol puede producirse, en parte, como consecuencia del
metabolismo oxidativo del etanol, ya que los productos toxicos formados, como
los radicales libres y las ERO, podrian interferir en el metabolismo de Se
alterando la formacion de selenoproteinas cardiacas y renales, proteinas
mediante las cuales el Se se almacena en el corazon y rifion, pero también por
Su uso como antioxidante, pues el Se forma parte del centro catalitico de la
enzima antioxidante GPx necesaria para luchar contra el EO generado por esta

droga (Benstoem y cols., 2015; Pappas y cols., 2008).

5.3. ESTUDIOS EN CORAZON
5.3.1. Balance oxidativo

Como ya se menciond, diversos estudios demuestran que la ingesta aguda
y crénica de alcohol tienen importantes efectos sobre el estado oxidativo del
organismo, alterando el balance entre los procesos oxidantes y antioxidantes,
aumentando asi el EO en diferentes tejidos (Cigremis y cols., 2004; Zhang y
cols., 2004; Asha y cols., 2003; Scott y cols., 2000).

Al estudiar la actividad de las distintas enzimas antioxidantes cardiacas se
puede observar (Figura 5.3.1.1) que el consumo agudo de alcohol aumenta
significativamente la actividad de las enzimas antioxidantes CAT y GR, y

disminuye los de GPx respecto al grupo CI. Este desbalance entre las enzimas
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antioxidantes produce oxidacion de proteinas y peroxidacion lipidica en los
miocitos. La suplementacién con Se al grupo alcohol disminuye parcialmente la
actividad de la enzima CAT y totalmente la de GR, asi como, aumenta
significativamente la actividad de GPx evitando en parte la oxidacion de

proteinas y anulando completamente la de lipidos en el tejido cardiaco.

Es importante recordar que la CAT forma parte del sistema enzimatico de
defensa antioxidante catalizando la reduccion del H,O, a H,O y O,, pero,
ademas, interviene en el metabolismo oxidativo del alcohol. Como hemos visto
anteriormente, el alcohol se metaboliza a través de tres rutas enziméaticas: la
ADH, el sistema SMOE y la CAT, jugando esta Ultima un papel esencial en el
metabolismo del alcohol a nivel cardiaco que no ocurre en otros tejidos
(Orellana y cols., 1998). Por tanto, el aumento de su actividad tras el consumo
de alcohol nos sugiere que su sintesis esta inducida en respuesta a una mayor
necesidad de metabolizar las altas dosis de etanol ingeridas por estos
animales, es por ello que la suplementacion con Se solo disminuye en parte la
actividad de la CAT, pues su estimulacion depende mas de la cantidad de

alcohol que llega al tejido que al balance oxidativo.

Respecto a la actividad de la principal selenoproteina antioxidante, la GPX,
se observa que tras el consumo de alcohol su reduccién esta en consonancia
con los niveles de Se encontrados en el corazén, deplecionados tras el
consumo de eta droga, algo esperable. La suplementacion con Se aumenta los
depdsitos de Se en el corazén y la actividad de esta enzima. Lo mismo ocurre

en el grupo control suplementado respecto al grupo control.

Se sabe que la GPx y la GR son dos enzimas intimamente relacionadas, ya
gue la GR se encarga de reciclar el GSSG oxidado por GPx a GSH, necesario
para el funcionamiento de la GPx (Das y Vasudevan, 2005). Si hay una menor
actividad de la GPx habra, en parte, menos GSSG oxidado que regenerar a
GSH y hace falta menor actividad de la GR. Asi, el equilibrio entre este par
enzimatico es muy importante en la lucha antioxidante, mejorando la lucha
contra el EO una menor actividad de GR respecto GPx. Sin embargo, en el
caso de BD aunque se mantiene la proporcion del par, al ser tan pequefia la
actividad de la GPx aparece EO que oxida a lipidos y a proteinas del corazon.
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Por ello, la suplementacion con Se al aumentar la actividad GPx mejora la
oxidacion de proteinas (GC) y evita totalmente la peroxidacion lipidica (MDA),
pudiéndose achacar la accién antioxidante de la suplementacion casi en su
totalidad a la GPx.

Figura 5.3.1.1. Actividad de las enzimas antioxidantes SOD (A), CAT (B), GPx (C), GR (D)
y niveles de GC (E) y MDA (F).
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Los resultados se expresan como la media £+ ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: **
p<0.01, *** p<0.001; Cl vs ClISe: “ p<0.01; Al vs AlSe: ? p<0.05, ** p<0.001; CISe vs AlSe:
p<0.05.
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Figura 5.3.1.2. Representacion esquematica de los eventos ocurridos en los sistemas de
defensa antioxidante en el corazén en repuesta al consumo agudo de alcohol y a la
suplementacién con Se.
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5.3.2. Expresién de las enzimas antioxidantes GPx-1, GPx-3, GPx-4 y Sel
P en el corazon

Debido a la importancia que adquiere la GPx en la defensa antioxidante
cardiaca tras el BD, se analizaron las expresiones de las isoformas cardiacas
mas importantes, GPx-1, GPx-3 y GPx-4, ademas de la expresion de la Sel P.
Resaltar que la actividad GPx medida en el corazén, por la técnica usada

corresponde a la accién de la GPx-1 y GPx-3.

Tras la exposicion a un consumo agudo de alcohol la expresion de las
enzimas GPx-1 y GPx-4 disminuyeron significativamente, mientras que la
expresion de las selenoproteinas GPx-3 y Sel P no se modificaron. La
suplementacion con Se al grupo alcohol aumentd significativamente la

expresion de GPx-1 y GPx-4 incluso por encima de los valores controles. Sin
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embargo, la GPx-3 y Sel P no aumentaron su expresion. El grupo control
suplementado con Se presento la expresion mas alta de GPx-1, GPx-3 y GPx-
4, demostrando que la suplementacion utilizada es eficaz en el tejido cardiaco

pues el Se accede a él sin dificultades.

Estudios previos han demostrado que existe una relacion entre la
disminucién de la actividad GPx y la lesién cardiaca. En este estudio, la menor
actividad GPx tras la exposicion a BD depende de la GPx-1, pues la expresion
de la GPx-3 no se ve afectada, de hecho, la enzima mas sensible a los niveles
de Se es la GPx-1 (Carreras y cols., 2015) debido a esto, su expresion tiene
similitud con los depdésitos tisulares de Se, deplecionados en este tejido.
Aunque la GPx-3 se sintetiza principalmente en el rifién, también lo hace en el
corazén, pulmén, higado, ojos y tejido adiposo. GPx-3 juega un papel
significativo en la proteccion a los cardiomiocitos del EO generado por la
hiperglucemia (lwata y cols., 2006). De hecho, se ha visto que la GPx-3 es
necesaria para que actue el antioxidante receptor activado por proliferador de
peroxisomas y (PPARYy), eficaz en la lucha contra el EO generado por la RI
(Chung y cols., 2009). Quizas los niveles de GPx-3 se mantienen elevados en
el corazén de las ratas expuestas a BD para defender a los miocitos del EO
generado por el aumento de la glucosa encontrado (Tabla 5.1.2). La GPx-3
actua principalmente en la matriz extracelular de los miocitos y parece jugar un
papel muy importante en reducir H,O, extracelular a nivel cardiaco (Hoffmann 'y
cols., 2011).

La menor expresion de la GPx-4 en las ratas expuestas alcohol no es solo
consecuencia de la deplecién de Se, pues esta selenoproteina presenta una
mayor jerarquia respecto a los depdsitos de Se, si no consecuencia especifica
de la funcion protectora que esta ejerce sobre los fosfolipidos de la membrana
celular y de organulos celulares contra el EO vy, por lo tanto, de la mitocondria
(Knopp y cols., 1999), principal organulo afectado en el corazén por el BD
(Sorbi y cols., 1999). La mitocondria necesita GSH, cuyos transportadores se
inhiben por el consumo de alcohol y, esta inhibicion es la que se considera
responsable de la disminucién de GSH mitocondrial y, por lo tanto, de dafio
mitocondrial (Kanan y cols., 2004). Ademas, diversos estudios encontraron que

la lesion mitocondrial fue el resultado primario de la lesion cardiomiocitica
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causada por la disminucion del nivel de Se en la sangre y se refleja en el dafio
de la membrana mitocondrial, en la generacién de EROs y en la elevacion de la
oxidacion de lipidos, que finalmente lleva a la apoptosis de los cardiomiocitos
(Estevez y cols., 2014).

Figura 5.3.2. Expresién de las enzimas antioxidantes GPx-1 (A), GPx-3 (B), GPx-4 (C) y

Sel P (D). Wester blotting representativo de la expresion de estas selenoproteinas.

Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: * p<0.05,

**+ n<0.001; Cl vs ClSe:  p<0.01; Al vs AlSe ** p<0.001.
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La expresion de Sel P no se ha modificado significativamente en los cuatro
grupos experimentales, asi el alcohol no parece afectar a la sintesis de esta
selenoproteina en el corazén, si bien es importante tener en cuenta que la Sel
P, al igual que la GPx-3, son selenoproteinas plasmaticas transportadoras de
Se de diferente origen, pues como se ha comentado anteriormente la GPx-3 es
sintetizada en rifion y, la Sel P en el higado mayoritariamente y ambas son
liberadas al plasma donde ejercen su actividad antioxidante y podrian también
estar llegando a este tejido desde el plasma. Se ha comprobado que la GPx-3
plasmética llega a las membranas basales endoteliales de diferentes tejidos
para ejercer alli su accion aunque este efecto no se ha comprobado en el

corazén (Burk y cols., 2011).

La suplementacién con Se a ratas expuestas a BD, acorde con la replecion
de Se encontrada en el tejido cardiaco, aumenta la expresion de la GPx-1 y su
actividad intracelular antioxidante, asi como la de GPx-4 protegiendo
principalmente a la mitocondria, organulo principalmente afectado por el
consumo de alcohol. Posiblemente estos efectos repercutirdn positivamente en

el funcionamiento de este tejido tras el consumo agudo de alcohol.
5.3.3. Expresion de NF-kB p65 y caspasa 3 activada en el corazdn

El consumo agudo de alcohol aumenta significativamente la expresion
cardiaca de NF-kB p65 respecto a las ratas controles indicando la activacion de
este complejo proteico que controla la transcripcion del ADN jugando un papel
clave en la regulacion de la respuesta inmune y en la apoptosis. La
suplementacibn con Se a las ratas expuestas a BD disminuye

significativamente la expresion de esta proteina a valores controles.

En el corazén de las ratas que consumen alcohol agudo se observa que
existe un proceso inflamatorio deletorio ya que el nivel de NF-kB se encuentra
muy elevado. Algo similar ocurre en el corazon de las ratas con sindrome
metabdlico e hipertension (Serrano y cols., 2016). La activacién del NF-kB tras
dosis agudas de alcohol, ya ha sido comprobada por Umoh y cols (2014)
demostrando que existe un incremento en la activacion del factor NF-kB

relacionado con el EO modulado por PI3K/AKT y de la apoptosis,
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concretamente encontraron una mayor expresion de la actividad caspasa 3/7 y

de la viabilidad celular en el tejido cardiaco.

Figura 5.5.3. Expresién de NF-kB p65 y caspasa 3 activa en el corazén. Wester blotting
representativo de la expresiéon de estas proteinas.
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Los resultados se expresan como la media £ ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: **
p<0.01, *** p<0.001; Al vs AlSe * p<0.01, *** p<0.001. Imagen representativa de los resultados
de expresion de las proteinas NF-kB p65 y caspasa-3 activa.

Tras la suplementacion los valores de NF-kB se estabilizan, coincidiendo
con un aumento de la expresidon de GPx-4, que aumenta la capacidad
antioxidante a nivel de los fosfolipidos de membranas y de mitocondrias.
Ademas se ha visto que la GPx-4 influye en las vias de sefializacion
inflamatorias al inhibir la cascada NF-kB, lo que produce una inhibicion de la
produccion de interleukinas y sus acciones (Forman y cols., 2002). Asi, en
general la disminucion de la expresion de NF-kB mejora la respuesta cardiaca
inflamatoria y el funcionamiento del corazén. Si bien es cierto que no en todos
los tejidos existe esta relacion inversa entre GPX-4 y NF-kB (Wullaert y cols.,
2007; Greten y cols., 2004; Nomura y cols., 2000).
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5.3.4. Funcionalidad cardiaca

Con el fin de valorar si los cambios en el balance oxidativo inflamatorio y
apoptoticos encontrados en el corazén tras el BD se relacionan funcionalmente
con la regulacion de la presion arterial, se analizaron la presion arterial sistélica
(PAS), la presion arterial diastolica (PAD), la presién arterial media (PAM) y la
frecuencia cardiaca (FC) de los cuatro grupos experimentales al final del
tratamiento. La figura 4.4 muestra que el consumo agudo de alcohol tipo BD
aumenta significativamente la PAS tanto en el grupo Al como AlSe, respecto a
Sus respectivos grupos controles. Sin embargo, la PAS es significativamente
menor en el grupo BD suplementado que en el no suplementado, aunque no la
baja a valores controles. Esto indica que la suplementacion ofrecida contribuye
solo parcialmente a la mejora de este parametro, y por tanto la menor oxidacién
lipidica y proteica a nivel cardiaco encontrada tras la suplementacion no es la
causa principal del incremento de PAS tras el consumo de alcohol.

En el caso de la PAD y PAM, el consumo de alcohol en forma de BD
provoca un aumento significativo de estos pardmetros respecto al grupo
control. La suplementacion con Se no afect6 significativamente a estos
parametros. Por lo que la accion del Se sobre la presién arterial parece estar
mas relacionada con la PAS que con la PAD, y por lo tanto, con la

funcionalidad cardiaca, mas que con la resistencia periferica.

Al analizar la FC observamos que el grupo Al presenta un aumento
significativo de este parametro respecto al grupo control, y en esta ocasiéon la
suplementacion con Se si produce un significativo descenso de los latidos por
minuto, incluso menores que los obtenidos en el grupo CSe, mostrando que el
Se actuaria como un mecanismo compensatorio para disminuir la PAS, pues la

PAS es el producto de volumen sistélico, FC y resistencia periférica total.

Estudios previos demuestran que los efectos agudos del alcohol provocan
debilitamiento de la capacidad del corazén para contraerse, es decir, efecto
inotropico negativo (Danziger y cols., 1991; Guarnieri y Lakatta 1990) y una
disminucién del volumen sistolico (Umoh y cols., 2014). Estos efectos también
pueden implicar una FC irregular, a veces muy rapida, produciendo arritmia

para compensar el menor volumen sistélico, durante la cual las auriculas se
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contraen cadticamente fuera de la coordinacion con sus ventriculos, conocidas
como fibrilaciébn auricular o, rara vez, muerte subita cardiaca . Ademas, las
anormalidades en la repolarizacion miocéardica y en la prolongacién de la
duracion del potencial de accidn son causas importantes para el desarrollo de
la arritmias, en la que las corrientes de K* mediadas por el canal de K"
desempeiian un papel importante (Zhang y cols., 2017), hecho que coincide
con nuestro datos pues las ratas expuestas a BD presentan niveles de K*
disminuidos (Tabla 5.6.4) confirmando que las ratas expuestas a BD puede

sufrir arritmias y presentan una mayor FC.

Figura 5.3.4. Presion arterial sistdlica (A), diastdlica (B) y media (C) y frecuencia cardiaca

(D).
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Los resultados obtenidos se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs
Al:* p<0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001; Al vs AlSe:* p<0.05, *** p<0.001; CISe vs AlSe: ***p <
0.001.

La suplementacion con Se disminuye la FC muy significativamente, asi se

podria relacionar la deplecién de este nutriente con la desregulacion de la FC y
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la PAS. Esta accion del Se a nivel cardiaco no es nueva, pues se sabe que sus
niveles normales son importantes para un buen funcionamiento cardiaco, ya
que favorece el estatus antioxidante, disminuye la apoptosis, regula la
expresion del factor NF-kB asociados a la supervivencia de los cardiomiocitos,
es esencial para el correcto funcionamiento sistélico y actta regulando los
efectos de la bomba Na*/K* ATPasa (Chen y cols., 2012; Tanguy y cols., 2012).

En este punto, futuros estudios funcionales a nivel renal nos dardn mas
informacion causal de los cambios en la PAS y PAD, pues este 6rgano esta
relacionado con la diuresis y la volemia y a través del SRAA con la resistencia
periférica total (Pletcher y cols., 2005). Por otro lado, el BD afecta al
funcionamiento vascular por diversos mecanismos, como se explico
ampliamente en la introduccion (Apartado 2.2.3.2) pero ademas, en concreto
encontraron que el consumo excesivo de alcohol en adultos jovenes, con una
edad media de 25.2 afios, se asocia significativamente con una mayor
calcificacion coronaria, lo que sugiere la presencia de una posible
ateroesclerosis coronaria, aumentando, en consecuencia, la resistencia

periférica total. Asi habria que valorar otros marcadores vasculares.
5.4. ESTUDIOS VASCULARES

Con el fin de analizar la funcionalidad de los vasos sanguineos tras la
exposicion repetida a BD, se estudio el balance oxidativo en suero, pues el EO
es una de las causas mas importantes de disfuncion endotelial y cambios en la

resistencia periférica total, y por tanto de la PAM (Liu y cols., 2017).

Este estudio se centra en la actividad de la selenoproteina GPx y los
productos de oxidacién de lipidos y proteinas. EI BD produce una disminucion
de la actividad GPx en suero (Figura 5.4.1.1) relacionado con los menores
niveles de Se en este liquido respecto a las ratas control y con la existencia de
oxidacion lipidica en suero. La suplementacion recupera la actividad de esta
enzima antioxidante proporcionalmente a los niveles de Se sérico que también
estaban aumentados y disminuye sélo parcialmente la oxidacion de proteinas
(Figura 5.4.1.2). La actividad GPx medida, se corresponde con la actividad de
la GPx-3.
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Figura 5.4.1.1. Actividad de GPx en suero.
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacién estadistica: Cl vs Al: * p<0.05;
Al vs AlSe: * p<0.01; Cl vs CISe: “ p< 0.01; CISe vs AlSe: "p< 0.05.

En trabajos previos se ha demostrado que la otra selenoproteina principal
transportadora de Se en suero (Sel P), sintetizada principalmente en higado, no
se ve afectada por el BD repetido (Ojeda y cols., 2017b), asi que en este
modelo experimental, la disminucion de Se sérico afecta principalmente a la
sintesis y actividad de la GPx-3. Esto es importante pues clinicamente se ha
comprobado que niveles bajos de la actividad de GPx-3 y HDLc en suero son
marcadores de riesgo de mortalidad en pacientes con problemas vasculares
(Buijsse y cols., 2012). Asi el Se parece disminuir en parte el riesgo

cardiovascular asociado a EO sistémico y posible disfuncién vascular.

5.4.1. Balance oxidativo en suero

El consumo agudo de alcohol provocé un incremento significativo de la
peroxidacién lipidica en suero, aunque no afect6 a las proteinas. La
suplementacién con Se disminuy6 en parte esta peroxidacion, pero no

completamente a diferencia de lo que pasaba en el corazon.

El consumo agudo de alcohol aumenta el EO sérico, dando lugar a
disfuncion endotelial e hipertension. Nuestros datos coinciden con otra
investigacion en la cual encontraron un aumento de la presion arterial y
disfuncion en los vasos sanguineos por distintos mecanismo como por el
aumento de los niveles plasméaticos de sustancias que reaccionan con el acido

tiobarbitdrico (Yogi y cols., 2012). La suplementacion con Se disminuye
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parcialmente la peroxidacion lipidica, y por tanto, sélo en parte mejora la
disfuncién endotelial, por eso, quizas, la RPT no se recupera totalmente y no
actua sobre PAD. Por todo esto, el mecanismo de accion principal sigue siendo
a nivel cardiaco. Si bien es cierto que el Se previene la aterosclerosis por
diversos mecanismos (Figura 2.3.2.2). Para comprobar este hecho
analizaremos a continuacion otros marcadores vasculares.

Figura 5.4.1.2. Niveles de los productos de la oxidaciéon de las biomoléculas, GC y MDA
en suero.
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significaciéon estadistica: Cl vs Al; ***
p<0.001; Al vs AlSe: ® p< 0.05; CISe vs AlSe: “p<0.01.

5.4.2. Marcadores vasculares

Siguiendo en el estudio de la disfuncion endotelial, este trabajo se centra en
analizar cuatro marcadores vasculares como son la caveolina-1 (cav-1), factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) y el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (tPAI-1).

El BD repetido en ratas adolescentes aumento significativamente los cuatro
marcadores estudiados respecto al grupo control, en especial el CTGF. La
suplementacién con Se disminuye significativamente los valores de VEGF y
CTFG a niveles controles, y aumentan aun mas los de cav-1 y tPAI-1, que
también fueron mas elevados en el grupo CISe respecto al grupo ClI,
demostrando que estos dos parametros estan incrementados por la exposicion
a Se, y que la suplementacion de Se es eficaz disminuyendo CTGF y VEFG

marcadores de angiogénesis, fibrosis, infiltracion y aterosclerosis.
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Figura 5.4.2. Niveles de los marcadores vasculares Cav-1 (A), Factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) (B), Factor de crecimiento tejido conectivo (CTGF) (C),
inhibidor del activador del plasminégeno (tPAI-1) (D).
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: * p<0.05,
¥ p<0.01, 7 p<0.001; Al vs AlSe: * p<0.01, ** p< 0.001; Cl vs CISe: ° p<0.05, °“ p< 0.001;
ClISe vs AlSe: " p< 0.001.

La cav-1 es una proteina necesaria para la formacién de caveolas, que son
un tipo especial de balsa lipidica, con funciones en la transduccion de sefiales,
en la endocitosis, oncogénesis, y la captura de determinadas bacterias
patdgenas y virus. La cav-1 es predominante en el sistema cardiovascular, en
concreto se expresa en las células endoteliales, siendo alli un factor clave para
la regulacion de la actividad de la 6xido nitrico sintetasa endotelial y, por tanto,
de los niveles del vasodilatador 6xido nitrico, asi como de calcio, y de
crecimiento vascular. Sus niveles estan inversamente relacionados con el
VEGF, y mejora los niveles de NO endotelial, por ello su aumento se considera
beneficioso (Wang y Abdel-Rahman, 2005). Sin embargo, en este estudio los

valores de cav-1 no son inversamente proporcionales a los VEGF en el grupo
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Al. Por ello, también hay que tener en cuenta que la cav-1 esta relacionada con
el trafico de colesterol y cambios metabdlicos como RI e hipertrigliceridemia,
alteraciones que aparecen en el grupo Al y AlSe (Tabla 5.1.2) (Williams y
Lisanti, 2004; Ju y cols., 1997; Murata y cols., 1995). Gao y cols. (2014)
observaron el aumento de los niveles de cav-1 en higado y suero tras el BD,
coincidiendo con nuestros datos (Figura 5.4.2).

Por otro lado, el Se es un nutriente relacionado con la RI y cambios
metabdlicos lipidicos intensos, es por ello que tanto el grupo CISe como AlSe

presentan mayores niveles de cav-1 que sus respectivos no suplementados.

El VEGF y CTGF, son proteinas sefializadoras implicadas en la
angiogénesis. Pero guardan pequefias diferencias ya que las acciones del
VEGF han sido estudiadas en las células del endotelio vascular, aunque
también tiene efectos sobre otros tipos celulares, por ejemplo, estimula la
migracion de monocitos/macrofagos, neuronas, células epiteliales renales y
células tumorales. EI VEGF también es un vasodilatador e incrementa la
permeabilidad vascular. El CTGF es una proteina que también esta implicada
en la adhesion celular, migracién, proliferacion, reparacién tisular, y esta
especialmente implicada en canceres de tejido conectivos y en la fibrosis que
aparece en el fallo cardiaco (Loubotin y cols., 2012; Panek y cols., 2009;
Ohnishi y cols., 1998). Por todo ellos sus aumentos estan relacionados con
disfuncion endotelial y problemas en la regulacion de la presion arterial. En este
caso el Se parece jugar un papel protector frente a la disfuncién endotelial y la

regulacion de la presién arterial, pues claramente los disminuye.

El tPAI-1 es una proteina de fase aguda que, normalmente, se expresa en
los adipocitos y en las células endoteliales, sin embargo, parece tener una
fuerte presencia en casi todas las células como respuesta al estrés. Es el
principal inhibidor del activador tisular del plasminégeno (t-PA) vy
la uroquinasa (UPA), ambos activadores del plasminégeno, jugando un papel
crucial en el metabolismo de la fibrina, al inhibir la fibrindlisis (Shukla y cols.,
2013; Massey y Arteel, 2012). La angiotensina Il estimulada por el consumo
agudo de alcohol aumenta la sintesis de tPAI-1 por lo que acelera el desarrollo

de aterosclerosis. La activacion del tPAI-1 detectada en las ratas expuestas a
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BD también puede ser considerada un mecanismo potencial de dafio hepatico.
Asi, estudios recientes sugieren que el PAI-1 puede contribuir al desarrollo de
diversas fases de la enfermedad hepatica alcohdlica (esteatosis,
esteatohepatitis y fibrosis) ya que interfiere en la sintesis de las lipoproteinas
de muy baja densidad, favoreciendo el estado de esteatosis (Liv y cols., 2015).
Es por ello, que el aumento de tPAI-1 y la mayor grasa visceral que presentan
las ratas expuestas alcohol nos puede indicar que estos animales presenten
dafio hepatico, ademas de disfuncion endotelial. EI Se aumenta los niveles de
tPAI-1 en suero, tanto en las ratas controles como las expuestas a BD,
demostrando que este nutriente incrementa por algin mecanismo los niveles
séricos de tPAI-1, probablemente relacionado con el desbalance del
metabolismo lipidico con el que esta relacionado este nutriente tanto como por

exceso como por defecto.

5.6. ESTUDIOS EN EL RINON

5.6.1. Balance oxidativo

La actividad de las enzimas antioxidantes en el riién muestran (Figura
5.6.1.1), que el consumo de alcohol aumenta significativamente la actividad de
la SOD, CAT y GR. Sin embargo, disminuye muy significativamente la actividad
de la GPx, lo que conlleva a peroxidacién lipidica y oxidacién de las proteinas
renales. La suplementacion con Se a ratas expuestas a BD, actu6 aumentando
la actividad GPx y disminuyendo la GR, acompasando a este par enzimatico,

gue resulto ser eficaz disminuyendo la oxidacion lipidica, no asi la proteica.

Estos resultados indican que hay un aumento de la generacion de
hidroperéxidos causados por la actividad de la SOD tras la exposicion repetida
a BD vy, este exceso de EROs se intenta neutralizar por el aumento de la
actividad de CAT tanto en la suplementadas como en las que no. La diferencia
entre ambos grupos radica en que el consumo agudo de alcohol disminuye la
actividad de la GPx respecto al grupo control, aunque aumenta la actividad GR
para intentar compensarlo, siendo ineficaz pues aparece oxidacion de lipidos y
proteinas renales. Sin embargo la suplementacion, de acuerdo con los
depdsitos renales de Se incrementa la actividad de la GPx, y evita la oxidacion

de lipidos, demostrando que la suplementacion elegida es altamente eficaz en
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el modelo de BD repetido, que parece consumir al igual que en el corazon la

actividad de la GPx especificamente.

Figura 5.6.1.1. Actividad de SOD (A), CAT (B), GPx (C), GR (D), niveles de GC (E) y niveles
de MDA (F) en el rifidn.
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: * p<0.05,
7 p<0.01, " p<0.001; Cl vs ClSe: ® p<0.001; Al vs AlSe **p<0.01; CISe vs AlSe: ™ p<0.001.

Asi, dado que en el rifion el resto de las actividades enziméticas

antioxidantes se incrementaron, el Se y la GPx parecen jugar un importante
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papel antioxidante después de la exposicién a BD. Esta alteracidén exclusiva de
GPx no se observa en otras alteraciones renales relacionadas con el EO como
la insuficiencia renal, donde la CAT (Sindhu y cols., 2005) y las actividades
SOD disminuyeron (Vaziri y cols., 2003) y la actividad de GPx permanecio
inalterada. Es mas, en otros tejidos como el corazén y el higado sucede algo
parecido. Se sabe que el BD intermitente durante la adolescencia redujo
especificamente los niveles hepaticos de GSH, que es necesario para una
funcién correcta de GPx (Ojeda y cols., 2015). Ademas, cuando se mide las
actividades enzimaticas antioxidantes hepaticas solo se disminuye la actividad
de GPx proporcionalmente a la deplecidén hepética de Se encontrada (Nogales
y cols., 2014).

En esta investigacion, la actividad de la enzima antioxidante GR renal se
encuentra muy aumentada en ratas alcoholes, lo cual implica un aumento en la
generacion de GSH, sin embargo la GPx esta significativamente disminuida,
apuntando a la deplecién de Se como un factor clave en la desregulacién de la
actividad GPx y el equilibrio oxidativo. Ademas, tras la suplementacién con Se
a las ratas alcoholes, aumentaron los niveles séricos (Figura5.4.1.1y5.4.1.2) y
los depdsitos renales (figura 6.2) y cardiacos (Figura 5.6.2) y, por lo tanto, las
actividades GPx en estos organos (figura 5.4.1.1, 5.3.1.1C y 5.6.1.1C),
evitando totalmente la oxidacion de lipidos en el rifibn y corazoén, la
peroxidacién lipidica parcialmente en suero ademdas de evitar, en parte, la
oxidacion de proteinas en el tejido cardiaco. Mostrando que, la homeostasis de
Se es realmente importante para luchar contra el EO generado por la

exposicién BD, especialmente en el rifidn y mas aun en el corazon.
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Figura 5.6.1.2. Representacion esquematica de los eventos ocurridos en los sistemas de
defensa antioxidante en el riidn en repuesta al consumo agudo de alcohol y al
suplemento con Se.

Suplementacion
con Selenio

Alcohol

Oxida Protéiﬁas

(GC) l (MDA)

Oxida Iipidosll

]l Incremento o disminucién de la actividad de las distintas enzimas antioxidantes y la oxidacion de
macromoléculas tras el consumo agudo de alcohol.

ll Incremento o disminucién de la actividad de las distintas enzimas antioxidantes y la oxidacion de
macromoléculas tras el consumo agudo de alcohol suplementado con Se.

5.6.2. Expresion de las enzimas antioxidantes GPx1, GPx3, GPx4 y Sel P
en el rifidn

Tras comprobar que el BD repetido compromete muy significativamente la
actividad de la enzima GPx renal. A continuacion se procedié a determinar la
expresion de las isoenzimas GPx-1, GPx-3, GPx-4 y la Sel P, puesto que la
expresion y sintesis de estas selenoproteinas son dependientes del estado de
Se, de manera que se produce una competicidn por este nutriente cuando éste
empieza a ser limitante. Asi, se ha estudiado como el consumo agudo de
alcohol tipo BD al deplecionar los niveles de Se renales, puede afectar la
expresion renal de estas selenoproteinas con funciones antioxidantes distintas

de diferente manera.
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Como se puede observar en la figura 5.6.2, la expresion de la GPx-1 es
significativamente menor en el grupo alcohol respecto al grupo control,
coincidiendo con la disminucion de la actividad GPx y los niveles de Se en el
rinon. Sin embargo, cuando los grupos experimentales estan suplementados
con Se, aumentan significativamente su expresion respecto a los grupos no
suplementados. En general, la actividad de la enzima GPx medida por la
técnica empleada mide actividad GPx-1 y GPx-3, en este estudio esta en parte
directamente relacionada con la expresion de la GPx-1, siendo esta isoenzima
una de las mas sensibles a los cambios de Se, presentando una rapida
disminucién en su actividad enzimética y en sus niveles de expresion en los
animales con deficiencia de este nutriente puesto que es la Ultima en la
jerarquia (Brigelius-Flohé y Flohé, 2016; Burk y Hill, 2015). Este hecho se
vuelve a confirmar con la suplementacibn puesto que se reestablece la
actividad y expresién de GPx-1 en los animales que estan suplementados con

Se, y se mejora la accién antioxidante a nivel intracelular.

Asi que, a pesar del hecho de que las ratas BD ingieren la misma cantidad
de Se que las controles y hacen un esfuerzo por reabsorber Se de la orina
disminuyendo su aclaramiento (CL), los valores séricos de Se y los depdsitos
renales y cardiacos se redujeron significativamente. Confirmando el hecho de
que la exposicidn repetida al alcohol agudo reduce drasticamente la
biodisponibilidad de Se. Este hecho podria deberse al consumo corporal de
este elemento para sintetizar la selenoproteina GPx para combatir el EO agudo
generado por esta droga. Lo que estd en consonancia con la menor actividad
de GPx y la mayor peroxidacion en el suero, rifién y corazon de los animales de
los animales que consumen alcohol, y su menor expresion renal de GPx-1,
GPx-3 y GPx-4 y cardiaca de GPx-1 y GPx-4.
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Figura 5.6.2. Expresion de las enzimas antioxidantes GPx-1 (A), GPx-3 (B), GPx-4 (C)y
Sel P (D). Western Blotting representativo de la expresién de estas selenoproteinas.
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: * p<0.05;
Cl vs ClSe: * p<0.01, °“ p<0.001; Al vs AlSe **p<0.01, *** p<0.001.

Tal y como se puede ver en la figura 5.6.2, la expresion de la
selenoproteina GPx-3 también se encuentra disminuida significativamente en el
grupo expuesto alcohol respecto al grupo control. La suplementacion con Se
aumenta muy significativamente la expresion de esta isoforma en el grupo
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control y en el alcohol. No en vano, la GPx-3 también denominada GPx
plasmética, es sintetizada en el rifidon principalmente y rapidamente liberada al
plasma donde actia como scavenger, neutralizando las EROs en el espacio
extracelular (Rose y Hoffman, 2015; Burk y cols., 2011; Olson y cols., 2010;
Whitin y cols., 2002). Sin embargo, parte de la GPx-3 en el rifion también actla
en este tejido (Olson y cols., 2010) principalmente, en la matriz extracelular de
los tubulos de la nefrona. A igual que ocurre con la GPx-1, la expresion de esta
selenoproteina se afecta rapidamente con la disminucién de los niveles de Se.
Por lo tanto, tras la suplementacion se reestablece su expresion. El 10% de Se
en plasma es transportado por esta selenoproteina y su accion en este liquido
corporal es muy relevante en la proteccién contra el dafio oxidativo (Payne y
Southern, 2005), asi la suplementacion incrementa la actividad GPx-3 en rifién
y en suero. En este punto, recordar que este trabajo mide en suero la actividad
de GPx-3 y la actividad de GPx renal medida corresponde con la expresion de
la GPx-3 y GPx-1. En este estudio ambas expresiones se encuentran
disminuidas y tras la suplementacion con Se se reestablecen la actividad GPx y
la expresion de ambas selenoproteinas en la misma proporcion (GPx-1 y GPx-
3).

En la figura 5.6.2 se muestra que la expresion de GPx-4 también esta
disminuida significativamente en el grupo alcohol. La suplementacién con Se
aumenta significativamente y parcialmente su expresion en el grupo expuesto a
alcohol, pero no en el control. Se sabe que al contrario de otras
selenoproteinas, la GPx-4 no se ve inmediatamente afectada por los depdsitos
de Se (Burnes y cols., 2015). Asi tras el consumo de alcohol debe haber algin
mecanismo mas ademas de la deplecién de Se que disminuye su expresion,
probablemente sea su relacién con la proteccién de las membranas celulares
del EO y las mitocondrias (Knopp y cols., 1999) organulos especialmente
afectados por el BD. Estudios previos con ratones transgénicos han
demostrado que la GPx-4 inhibe el EO, el cual induce la liberacion de citocromo
c de la mitocondria dando lugar a la activacién de la via intrinseca de la
apoptosis (Liang y cols., 2007). La suplementacion con Se en este estudio
aumenta la expresion de esta selenoproteina, lo que puede repercutir

positivamente sobre el EO mitocondrial y la apoptosis de las células renales.
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Ademas, parece ser que existe una relacion entre GPx-4 y NF-kB en diferentes
cultivos celulares (Banning y cols., 2004; Wenk y cols., 2004; Toborek y cols.,
2002; Brigelius-Floohe y cols., 1997), y que esta selenoproteina pueda modular
también el estado inflamatorio del tejido. Por ello, posteriormente analizaremos

la activacion del NF-kB en este tejido.

Por dltimo también se ha medido la expresion de la Sel P, donde no se
han encontrado diferencia significativa entre el grupo experimental alcohol y
el grupo control, pero si de este con el grupo control suplementado,
aumentando la expresion de esta selenoproteina en el grupo suplementado
control. Por lo tanto, parece que el consumo de alcohol no afecta a la
expresion de Sel P en este tejido (Burk y cols., 2011).

5.6.3. Expresion de NF-kB p65 y caspasa-3 activada en el rifidn

El consumo agudo de alcohol disminuye significativamente la expresion
renal de NF-kB respecto al grupo control y el grupo alcohol suplementado con

Se, asi la suplementacién restablece la expresién de NF-kB a niveles controles.

Ademés de su papel clave en la regulacion de la inflamacién, el NF-kB
juega un papel crucial en la decision entre la vida y la muerte de las células. La
activacion de NF-kB ejerce un efecto antiapoptético por el cual protege las
células contra la apoptosis durante la lesion del tejido, sin embargo, cuando se
reduce, la apoptosis se activa (Wullaert y cols., 2007). En el higado de ratas
adolescentes se ha observado que la exposicion intermitente de BD regula
negativamente la expresion GPx4 y activacibon de NF-kB y aumenta la
expresion y activacion de la caspasa-3 y la apoptosis (Ojeda y cols., 2017b),
favoreciendo la muerte de los hepatocitos. La disminucion de la activacion del
NF-kB coincide con la mayor susceptibilidad en sufrir infecciones que tienen los

consumidores de alcohol en forma de BD (Ruay cols., 2013).

Al igual que ocurre en el higado, en el rifion las expresiones GPx4 y NF-kB
disminuyen y la activacién de caspasa-3 aumenta en los rifiones de ratas
adolescentes expuestas a BD, estando en estos dos tejidos presentes las
mismas vias oxidativas del metabolismo del etanol, ADH y SMOE
principalmente, que generan gran cantidad de EROs.
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Figura 5.6.3. Expresién de NF-kB p65 y caspasa-3 activa. Wester blotting representativo
de la expresiéon de estas proteinas.
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: ***
p<0.001; ** p<0.01; Al vs AlSe ***p<0.001; * p<0.01. Imagen representativa de los resultados
de expresion de las proteinas NF-kB p65 y caspasa-3 activa.

Existen pocos estudios que analicen los efectos inflamatorios y apoptéticos
en el rifidn después de la exposicidn alcohol. Lu y cols., 2015 encontraron en
cultivos de podocitos "in vitro" que la exposiciébn aguda alcohol solo generaba
EO en estas células renales si el aumento de H,O, era realmente alto porque
los podocitos tienen un sistema antioxidante muy eficaz contra estas EROs.
Ademas, encontraron que en estas células el etanol induce la apoptosis a
través del influjo de Ca®" hacia el potencial transitorio del canal canénico 6
(TRPCS6) que afecta a las mitocondrias y la via apoptética intrinseca a través de
la caspasa 9 (Huang y cols., 2017). Por el contrario, parece que el alcohol
cronico induce dafo renal oxidativo principalmente en células epiteliales
tubulares (Latchoumycandane y cols., 2014). Latchoumycandane y cols., 2015
también encontraron que la ingesta cronica de etanol en ratas aumenta la
apoptosis principalmente en las células epiteliales tubulares, especialmente en

la pared tubular distal relacionada con el EO y la actividad de caspasa-3.
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Probablemente por la via intrinseca de la apoptosis que se relaciona con la
liberaciobn de citocromo.c en el citosol por la oxidacion mitocondrial. Sin
embargo, hasta ahora se sabe poco sobre la exposicion a BD, la inflamacién

del rifién o la expresion de NF-kB.

Por otro lado, en el corazon, como hemos analizado anteriormente, no
ocurre lo mismo que en el rifidn y el higado, puesto que las expresiones de
GPx4 y NF-kB son inversamente proporcionales en el grupo de ratas expuestas
BD, disminuyendo la expresion de la primera y aumentando la de la segunda
coincidiendo con la mayor expresion de caspasa-3. Este hecho puede deberse
al metabolismo oxidativo del alcohol que es distinto en este tejido, puesto que
en el corazon los niveles de CAT estan aumentados debido a que es una de las
principales enzimas implicada en su metabolismo. Por otro lado, el
metabolismo no oxidativo de etanol de este tejido, juega un papel importante en
la lucha contra el alcohol, y se sabe también que produce un aumento de las
expresiones de NF-kB y caspasa-3 debido a que el alcohol induce el aumento
de la oxidacion mitocondrial de los acidos grasos dando lugar a un aumento de
EEFA que afectan directamente a la capacidad oxidativa de la mitocondria

(Orellana y cols., 1998) dando lugar a apoptosis en las células cardiacas.

La suplementacién de Se a las ratas BD aument6 la expresion renal de NF-
KB p65, que alcanza valores similares a los controles que ademas conducen a
un equilibrio de apoptosis. Estos resultados coinciden con una mayor expresion
GPx-4 que podria estar disminuyendo el EO en las mitocondrias renales,
favoreciendo su supervivencia y disminuyendo los niveles de citocromo c
liberado por las mitocondrias al citosol y, por lo tanto, evitando la apoptosis. Se
encontraron resultados similares en tejidos hepaticos de ratas expuestas a BD

suplementadas con Se (Ojeda y cols., 2017).
5.6.4. Valoracion de la funcién renal

Para conocer la funcionalidad del rifién tras el consumo agudo de alcohol,
se ha procedido a la determinacién de la concentracion de creatinina, de los

iones Na" y K" y de urea en suero y orina, ademas, de la concentracion de

albumina en orina (Tabla 5.6.4) para calcular posterioremente el CL de
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creatinina y asi conocer la TFG y el CL relativo de Na*, K*, urea y Se, con el fin

de valorar si existe secrecion o reabsorcion renal de dichas sustancias.

En suero, el parAmetro mas afectado tras el BD fue la concentracion de
Na®, siendo significativamente mayor en los grupos expuestos alcohol respecto
a sus respectivos controles. Sin embargo, la suplementacion con Se a las ratas

gue consumen alcohol disminuye significativa y parcialmente este valor.

La concentracion de Na* estd muy relacionada con la de K* de modo
inverso especialmente por el SRAA, asi la concentracién de K* en el grupo Al
fue significativamente menor que el grupo CIl, en este caso las ratas AlSe
mostraron valores superiores pero no significativos, aunque tampoco lo fueron

con sus respectivos controles.

En orina se midieron los mismos valores y, ademas, la albumina. La
creatinina, Na*, K* y albimina no presentaron diferencias significativas entre
los cuatros grupos experimentales. Sin embargo, la urea en orina fue
significativamente mayor en el grupo alcohol respecto al grupo alcohol selenio,
pudiendo indicar que la urea se excreta en mayor medida en los animales que
han consumido alcohol y tras la suplementacion con Se esta eliminacion se
reduce en gran medida. Sin embargo, la concentracion de sustancias en orina
no es un buen parametro para determinar lo sucedido, pues depende en gran
medida de la diuresis de cada grupo experimental. Por ello se analizé la ratio
entre CL de la sustancia y CL creatinina o CL relativo, y se encontrd que tras el
consumo de alcohol agudo tipo BD en cL relativo de Na* estaba disminuido
muy significativamente en los grupos Al y AlSe respecto a sus controles (Cl y
ClISe), indicando que se reabsorbe a nivel renal gran cantidad este i6n hacia
sangre, lo que coincide con la hipernatremia encontrada en estos grupos, y que

parece deberse a la accion del SRAA, especialmente de la aldosterona.
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Tabla 5.6.4. Valores de creatinina, Na*, K, urea en suero y en orinay, albumina en orinay

aclaramientos.

Cl Al ClSe AlSe
Creatinina
0.25 + 0.015 0.26 + 0.005 0.22 + 0.015 0.28 + 0.020
(mg/dl)
o Na'(mmol) | 13925+132 1505 % 1.02 138+ 1 146.8+1.08
m 1
y
% 4
? | K (mmoll) | 637+0.14 553£0.23 6.25 + 0.18 5.75 + 0.09
Urea (mg/dl) 41.17 £1.18 36.77 £1.76 38.17 £ 0.90 3452 +1.65
Creatinina
15.09 £ 1.29 18.39 £ 1.75 13.34 £ 0.73 15+ 1.31
(mg/dl)
Na* (mmol/l) 26.83 +1.30 17.75+ 2.8 255+1.24 18.75+ 1.28
< +
é K™ (mmol/l) 46.88 £ 4.99 47.61 £ 3.33 39.25 +1.82 41.47 £ 2.20
O
Urea (mmolll) | 625.7 +33.6 749'4: 357 | 6100+357 | 603.5%18.9
Albumina
(g/dI) 12.73+£1.26 12.43 £ 0.96 10.31 £ 0.80 12.68 + 1.04
CLNa'/CL | 000312159 | O%0595% 1000201425 | OOONTHLZ
g creatinina 10* s 10*
0 + - 3 3
CL K'/CL 0.113 +5.8 10 0.151 £ 6 10 3 0.14+6 10
O
E Creatinina 8 sk UL LD .
w
= CL Urea/CL
é creatinina 0.23+0.01 0.25+0.01 0.24 £ 0.01 0.25+0.01
<
—l : -4 -3 -4
S() CL Sele_nl_o/CL 0.019 +8.6 10 0.008+2.8 10 0.028+1.1 10 0.012 +4.1 10
Creatinina *»** aa ccc

Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al; ***
p<0,001; CI vs CISe: °° p<0.001; Al vs AlSe ®p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; CISe vs AlSe: ™
p<0.001.

Al contrario ocurre con el i6bn K*, pues su CL relativo se encuentra

aumentado en los dos grupos alcoholes respecto a sus controles aunque en el

caso de los suplementados el incremento fue significativamente menor frente a

su control. Asi se puede concluir que los animales expuestos a BD secretan
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mayor cantidad de K* en orina, concordando con los niveles séricos de Na™ y la
hipokalemia encontrada en el grupo Al. Tras la suplementacion los efectos
sobre el K parecen estar mas aplacados bien porque los efectos sobre la Aldo

son menores 0 porque actua sobre otros mecanismos.

En la tabla 5.6.4 se muestra el CL relativo del Se que fue significativamente
menor en los grupos alcoholes que en sus respectivos controles, incluso el CL
relativo del grupo AlSe fue menor que el CL del grupo control, mostrando que
la suplementacion utilizada no ha llegado a su tope funcional pues existe
reabsorcion renal en el grupo AlSe, y que el modelo de alcoholizacion de BD

afecta especialmente a la biodisponibilidad de este nutriente.

En la siguiente figura (Figura 5.6.4.1) se representan varios parametros de
la funcion renal, que indican el grado de dafio renal sufrido tras el consumo
agudo de alcohol BD. Dichos cambios funcionales intentaremos relacionarlos

con los cambios moleculares analizados anteriormente.

En primer lugar se ha medido el flujo urinario en los cuatro grupos
experimentales, resultando ser significativamente menor en los grupos
expuestos a alcohol que en sus controles. Estos datos concuerdan con los de
ingesta liquida, aunque los efectos son més significativos en la diuresis, pues el
grupo Al ingeria significativamente menos que el Cl y la suplementacion
aungue no lo incrementaba significativamente, no presentaba valores menores
que sus respectivos controles, CISe (Tabla 5.1.1). Asi parece existir cierto
efecto antidiurético tras el consumo de alcohol que podria estar relacionado
con una menor TFG o tener origen hormonal y estar relacionado con la

aldosterona.
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Figura 5.6.4.1. Volumen de orina excretado (A), aclaramiento de creatinina (B), ratio
albumina/creatinina (C), Gradiente Transtubular de Potasio (GTTK) (D), Excrecién
Fraccional de Sodio (EFNa) (E) y niveles de aldosterona en suero (F).
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Los resultados se expresan como la media + ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: * p<0.05,
*** n<0,001; Al vs AlSe: ?p<0.01, ***p<0.05; CISe vs AlSe: " p<0.05, ~ p<0.01, ™ p<0.001

Ademas, se ha determinado el CL de creatinina para valorar la filtracion

renal. Después de la exposicibn a BD, se ha observado una disminucion

significativa de la TFG. Tras la terapia de suplementacion utilizada, la tasa de

filtracion glomerular sigue disminuida, lo que indica que el BD afecta a la
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filtracion renal, por eso existe ademas menos diuresis, y que no parece que la
oxidacion esté implicada en este mecanismo, ya que el EO generado por el
consumo agudo de alcohol afecta principalmente a las células epiteliales del
tabulo distal y no a los podocitos glomerulares donde tiene lugar la filtracion,
asi, la reduccion de la TFG se relaciona principalmente con un proceso de
infiltracion de neutréfilos que provocan activacion de la mieloperoxidasa y
dafian a las células, mas que con el EO directamente (Latchoumycandane y
cols., 2015).

La albumina es una proteina que se encuentra en gran proporcion en
el plasma sanguineo, siendo la principal proteina de la sangre. Ayuda a
mantener el liquido dentro del torrente sanguineo sin que se filtre a otros
tejidos. También transporta varias sustancias por el cuerpo, como, hormonas,
vitaminas y enzimas. Se mide en orina como indicador de dafio renal (Herrerias
y cols., 1996).

Figura 5.6.4.2. Aclaramiento de aldosterona
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Los resultados se expresan como la media £+ ESM. Significacion estadistica: Cl vs Al: ***
p<0,001; Al vs AlSe: ***p<0.05; CISe vs AlSe: ™ p<0.001

Tras el consumo agudo de alcohol tipo BD, la excrecién fraccional de sodio
(EFNa) y grandiente transtubular de K* (GTTK), dos medidas del
comportamiento funcional de estos iones, fueron significativamente menor y
mayor respectivamente que en el grupo control. Tras la suplementacion con Se
estos valores mejoraron significativamente, aunque no llegaron al valor control.

Lo que concuerda con los resultados séricos de estos iones.
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Como mencionamos anteriormente, el comportamiento de estos iones esta
regulado hormonalmente y principalmente por la hormona Aldo, que depende
principalmente del SRAA, aunque también de otros estimulos. Al analizar los
niveles séricos de Aldo, se observa que el grupo Al presenta valores muy
significativamente aumentados respecto al grupo Cl, y la suplementacion con
Se los disminuyé significativamente pero parcialmente, siendo
significativamente mayores que el grupo CISe. Estos datos concuerdan
perfectamente con los de EFNa y GTTK encontrados. Por otro lado es
interesante resaltar que los valores de GTTK estan significativamente
disminuido en el grupo CISe respecto al Cl, lo que nos indica que el Se juega
un papel importante en la regulacion del K*. De hecho, la peroxidacion lipidica
a nivel de los tdbulos renales, genera cambios en la composicion de las
membranas celulares que interfieren con los transportadores, entre ellos afecta
a la Na'-K'-ATPasa (Rodrigo y cols., 2002). En concreto, Rodrigo y Rivera
(2002) sugieren que el etanol provoca un aumento de la Na*-K*-ATPasa debido
a la peroxidacion lipidica y a los altos niveles de Aldo, incrementando la
reabsorcion de Na* y la disminuyendo la de K. Estos datos concuerdan con los
obtenidos tras el BD en los animales de experimentacion, y explicaria la mejora
provocada por la suplementacién de Se que disminuye la peroxidacion lipidica

y los niveles de Aldo asi como el EFNay el GTTK.

Con el fin de analizar en mayor profundidad el papel del alcohol y el Se
sobre la homeostasis de la Aldo y en base a estudios anteriores en ratas
alcohdlicas cronicas, donde el alcohol disminuia drasticamente el CL de Aldo
contribuyendo asi a su aumento en sangre (Barrero y cols., 2012) analizamos
el CL relativo de esta hormona, y se observé que el BD producia una muy
significativa disminucién de su eliminacién por orina contribuyendo a su

incremento en sangre dando lugar a una hiperaldosteronemia (Figura 5.6.4.2).

La suplementacion con Se a las ratas expuestas a BD disminuye muy
significativamente esta tendencia, aunque no totalmente. Asi se puede pensar
que, el BD ademas de activar al SNS y SRAA por el incremento de EO
generado, la hipernatremia e hipokalemia encontrada, se deben también en
gran medida a una menor eliminacion de la Aldo por orina que se acumula en

sangre, provocandose una descompensacion absoluta en el feed back negativo
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del SRAA. La suplementacion con Se, mejora en parte los niveles de Aldo, la
EFNay la GTTK y los niveles séricos de Na*y K* porque favorece en parte la
eliminacion renal de Na’ y la reabsorcién de K* posiblemente por su accion
antioxidante sobre los nefronas de los tubulos renales que mejoran ademas el

funcionamiento de la bomba Na*-K*-ATPasa.

Figura 5.6.4.3. Esquema de los mecanismos implicados en la génesis de la hipertension
tras el consumo agudo de alcohol.
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En el anterior esquema, ya mostrado en el apartado 2.2.2.1, se refleja que los niveles altos de Aldo deben
inhibir la liberacion de renina a sangre puesto que los niveles de Aldo son elevados y no es necesario la
presencia de mayor cantidad de Aldo, pero en las ratas expuestas a BD esta regulacidn esta inhibida,
dando lugar a una mayor liberacién esta hormona llegando alcanzar niveles muy elevados respecto al
grupo control.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que la Aldo es una hormona
esteroidea que necesita ser metabolizada a nivel hepético para ser solubles en
agua y asi, ser excretada por via urinaria. EI metabolismo hepatico de esta
hormona consta de dos fases, fase | la cual necesita citocromo P-450 y la fase
Il en la cual los grupos hidroxilos de los metabolitos resultantes de la primera

fase se conjugan con glucurénido o sulfato donde se necesita GSH. Tanto el
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citocromo P-450 como el GSH, son, por tanto, indispensables para el
metabolismo de la Aldo, y ambos son consumidos en grandes cantidades por el
metabolismo oxidativo del alcohol en el higado (Ojeda y cols., 2015; Aragén y
cols., 2012), haciendo que el consumo de alcohol dificulte especialmente el
metabolismo de la Aldo (Levy y cols., 2006). Ademas, el consumo agudo de
alcohol produce dafio hepatico, pues aumenta claramente los niveles de
transaminasas. Asi, si el BD disminuye el metabolismo de la Aldo y su
solubilidad, esta no puede ser eliminada por orina y se acumula en sangre.
Esta podria ser la causa de la disminucion del CL de Aldo en orina, de origen
hepéatico mas que renal. La suplementacién con Se mejora claramente el
balance oxidativo hepatico (Ojeda y cols., 2017b) y los niveles de
transaminasas, por lo que el CL hepético de Aldo puede estar mejorado e

indirectamente su CL renal.

A modo de resumen se han realizado esquemas representativos de los dos
organos estudiados y el suero indicando los cambios moleculares y funcionales
que tienen lugar tras el consumo agudo de alcohol en adolescentes y los

efectos tras la suplementacion con Se.
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Figura 5.6.4.4. Esquema

representativo de los cambios moleculares y funcionales que

tienen lugar en el corazén tras el BD y suplementacion con Se.
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Figura 5.6.4.6. Esquema representativo de los cambios moleculares y funcionales que
tienen lugar en suero tras el BD y suplementacién con Se.

SUPLEMENTACION
BINGE DRINKING ‘ CON SE

TASTy ALT T
L ]

[ |
Resistencia a la insulina

b Depdsitos de Se <2 Peroxidacion lipidica RN | T Depdsitos de Se

T

Andlisis bioquimico d

3

Andlisis bioquimico

J

J«Actividad GPx ™\ Genera EO 4 T Actividad GPx
— [
Caveolina 1
7 S— Y
| > VEGF 4
T Marcadores  — e Modula los marcadores
vasculares CTGF vasculares
tPAI-1
T PAS { pAs
T PAD LPAM
T PAM

142



CONCLUSIONES







Conclusiones Paula Sobrino Calero

6. CONCLUSIONES

CONCLUSION PRIMERA

El consumo de alcohol en forma de “binge drinking” repetido durante la
adolescencia provoca cambios biomoleculares y funcionales en el corazén. Asi
depleciona los niveles de Se en este tejido, la actividad de la selenoproteina
antioxidante GPx dando lugar a oxidacion lipidica y proteica en este tejido. En
concreto disminuye la expresion cardiaca de GPx1 y GPx4 favoreciendo la
oxidacion intracelular en los miocitos y en la mitocondria. Esta alteracion
mitocondrial aumenta la inflamacion y fibrosis vias NF-kB y la apoptosis. Todo
ello favorece un aumento de la FC y un aumento de la PAS.

CONCLUSION SEGUNDA

La suplementacion con Se utilizada repleciona, en el corazén, los
depdsitos de este nutriente, la actividad GPx, la expresion GPx1 y GPx4, asi
como el balance oxidativo, inflamatorio y apoptético, disminuyendo la FC y en
parte la PAS.

CONCLUSION TERCERA

El modelo de alcoholizacion utilizado provoca a nivel sistémico cambios
bioquimicos relacionados con alteraciones hepaticas y desbalance metabdlico
propios de resistencia a la insulina. Los niveles de Se séricos estan
disminuidos asi como la actividad de la GPx3 apareciendo oxidacion lipidica.
Todos estos cambios estan relacionados con disfuncién endotelial, como
demuestran los altos valores de Cav-1, VEGF, CTGF y tPAI-1 encontrado y con
el aumento de la PAS, PAD y PM.

CONCLUSION CUARTA

La suplementacion de Se utilizada mejora la ratio hepatica AST/ALT,
aumenta los niveles de Se en suero, aumenta la actividad GPx3 y disminuye
parcialmente la oxidacidon en suero, asi como los marcadores de disfuncion

endotelial VEGF y CTGF que favorece la permeabilidad, crecimiento y fibrosis
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endotelial. Sin embargo, el Se no mejora el perfil metabdlico, y aumenta aun
méas la Cav-1 y el tPAI-1 relacionados con el transporte de triglicéridos y
colesterol. Aun asi, la suplementacién con Se mejora la PAS, aunque no la
PAD ni la PM.

CONCLUSION QUINTA

Durante la adolescencia el modelo de alcoholizacion utilizado depleciona
los niveles de Se renales, disminuye la actividad GPx y favorece la oxidacion
de lipidos y proteinas. En concreto, disminuye la expresion de GPx1, GPx3 y
GPx-4 y asi favorece la oxidacion intracelular, extracelular y mitocondrial,
especialmente de las células tubulares de la nefrona, colaborando con una
menor activacion del factor NF-kB y mayor de la caspasa-3 provocando un
desequilibrio inflamatorio y apoptético. Estos cambios biomoleculares
favorecen la disminucion de la tasa de filtracion glomerular, la aparicion de
hipernatremia, hipokalemia e hiperaldosteronemia relacionado con un bajo
aclaramiento de aldosterona y una estimulacién no regulada del SRAA que

colabora con la alta PAM encontrada.
CONCLUSION SEXTA

La suplementacion con Se aumenta los depoésitos renales de Se, la
actividad GPx y disminuye el EO en este tejido, aumentando la expresion de
GPx-1, GPx-3 y GPx-4 y mejorando el balance inflamatorio y apopt6tico. A nivel
funcional, no mejora la tasa de filtracion glomerular pues los glomérulos son
muy resistentes a la oxidacion, pero si mejora el aclaramiento de aldosterona,
disminuyendo parcialmente el hiperaldosteronismo encontrado y mejorando los
cambios iénicos de Na*y K*, disminuyendo en parte la PAS.

CONCLUSION FINAL

El consumo de alcohol en forma de “binge drinking” durante la
adolescencia provoca cambio sustanciales a nivel cardiovascular y renal ya que
entre los mecanismos que generan este patrén de consumo esta el EO. En los
tres tejidos estudiados la Unica enzima antioxidante que disminuy6 fue la
selenoproteina GPXx, pues los niveles séricos y tisulares de Se estuvieron

deplecionados, a pesar de ingerir la misma cantidad de comida que los
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animales controles. La suplementacibn con Se utilizada mejora
sustancialmente el balance oxidativo en el corazén donde disminuye
significativamente la frecuencia cardiaca, pareciendo éste el mecanismo
principal por el que el Se actua sobre el sistema cardiovascular. En el rifidon él
Se mejora el aclaramiento de aldosterona y el balance hidrico-salino,
reduciendo asi la presién arterial encontrada tras el BD.
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