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1.1. DEFINICION Y EVOLUCION CONCEPTUAL DE LA
CIRROSIS HEPATICA

El término cirrosis fue acufado por el francés René Laennec (inventor
del estetoscopio) en el siglo XIX de una forma curiosa, ya que si bien no hizo
ningun aporte importante acerca de esta patologia, fue él, quien en una
autopsia realizada a un caso de enfisema pulmonar, propuso el nombre de
cirrosis (Kirrés-amarillo) en una nota a pie de pagina, para describir el higado

granular, indurado y amarillento que hallé en el misma.

La cirrosis hepatica (CH) se presenta como una alteracion irreversible
del higado caracterizada por una fibrosis difusa del érgano con formacion de
nodulos por necrosis celular, regeneracion de células con alteracion de la
arquitectura y fibrosis. Esta definicion, es sin embargo cuestionable en Ilo
referente a que considera la fibrosis hepatica como un proceso pasivo e
irreversible, sin embargo numerosas observaciones clinicas y experimentales

indican que este concepto no es correcto (Bataller, 2006).

Como sintomatologia caracteristica cabe destacar su presentacion con
sintomas de hepatopatia como ictericia, hematemesis, hemorragias dispersas,
edema, ascitis, astenia o impotencia sexual. También puede presentarse de
forma asintomatica pero con signos de hepatopatia como telangiectasias,

eritema palmar, hipertrofia parétidea, ginecomastia o hepatoesplenomegalia.

Adicionalmente puede detectarse alteracion hematica como anemia,
leucopenia, trombocitopenia, aumento del T. de Protombina, descenso del
fibrinbgeno, aumento de transaminasas, hiponatremia, hipokalemia,

hipoalbuminamia o hipergammaglobulinemia.
A pesar de todo lo indicado con anterioridad quiza la forma mas sencilla

de definir la cirrosis sea como el estadio ultimo de la fibrésis hepatica
(Stamoulis y col., 2007).
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La CH es una enfermedad de distribucion mundial existiendo zonas del
planeta donde hay estrecha relacion con la hepatitis viral, de modo que la
prevalencia de cirrosis latente entre éstos se acerca al 50 - 60 % (Durang.org).

De acuerdo con los datos de la Organizacion Mundial de la salud (OMS)
la enfermedad hepatica cronica causa mas de 1,4 millones de muertes cada
afo. Las tasas de mortalidad de la cirrosis hepatica varian en Europa segun los
paises, siguiendo una gradiente norte-sur, con las tasas mas bajas en el norte
(12,2% en el caso de hombres y de 4,8% en mujeres) y las mas altas en el sur
de Europa (33,7% para los hombres y 12,1% para las mujeres) (Rahelic y col.,
2008).

En la Tabla 1 se recoge la clasificacion de la funcion hepatocelular
segun el criterio establecido por Child-Pugh (Pugh, 1973).

TABLA 1. Clasificacion de la funcién hepatocelular de Child — Pugh

PARAMETRO 1 PUNTO 2 PUNTOS 3 PUNTOS
Bilirrubina Menos de 2 mg/dL |2-3 mg/dL Mas de 3 mg/dL
Albumina > de 3.5 mg/dL 2.8-3.5 mg/dL < de 2.8 mg/dL

Ascitis No Tratable Rebelde
Encefalopatia No I Il " —-v
T. Protombina > de 50% 30-50% < de 30%

1.2. ETIOPATOGENIA

Aunque la etiologia de la enfermedad es variable las mas frecuentes son
la alcohdlica (50 - 60 %) y las virales (20 - 30 %). La CH suele diagnosticarse
entre los 40 y 60 afios de edad, con mayor frecuencia entre los hombres.

Muchas veces se diagnostica de forma casual (cirrosis compensada), pero
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otras veces se manifiesta por alteraciones expresivas que traducen el fallo de
una o mas funciones del higado (cirrosis descompensada) (Ginés y Arroyo,
1995). Otros autores definen la cirrosis compensada como aquella que no
presenta ascitis o encefalopatia y la descompensada como aquella que si

presenta estas patologias (Mesejo y col., 2008).

En los pacientes cirréticos existen diversos déficit nutricionales en
referencia a las vitaminas y minerales, asi como trastornos en el metabolismo
de carbohidratos, lipidos y proteinas ocasionados por la enfermedad, pero en la
cirrosis de tipo alcohdlica estos fendmenos son mas evidentes y precoces, ya
que los déficit nutricionales se manifiestan aun antes de haberse instaurado la

enfermedad.

Uno de los avances mas importantes en el conocimiento de la patogenia
de la fibrosis hepatica fue el descubrimiento de las células estrelladas
hepaticas (HSC, hepatitic stellate cells) como el principal tipo celular
responsable del exceso de sintesis de colageno en el higado fibrotico (Bataller,
2006).

Las sustancias que regulan la transformacion fenotipica y la proliferacién
de las HSC en los focos de reparacion tisular derivan en su mayoria de los
hepatocitos dafiados, de las células de Kupffer activadas y del propio infiltrado
inflamatorio. Asi, diversos factores de creciminento como el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) o el factor de crecimiento
transformador tipo B (TGF-B) y sustancias vasoactivas (trombina, angiotensina
II'y endotelina-1) contribuyen a la acumulacién de HSC activadas y ejercen por
tanto una accion profibrogénica en las hepatopatias crénicas. Por el contrario,
diversas citocinas como el interferén-a y el factor de crecimiento hepatocitario

(HGF) son potentes inhibidores de la activacion de las HSC (Bataller, 2006).
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1.2.1. FACTORES GENETICOS Y FAMILIARES

El curso de la infeccidn crénica por (VHC) muestra variaciones
importantes entre los individuos afectados. Mientras algunas personas eliminan
el virus, otras progresan hacia la cronicidad desarrollando fibrosis y cirrosis
hepatica. La variabilidad genética del individuo involucra factores que estimulan
la fibrogénesis. Entre los polimorfismos genéticos asociados al desarrollo y
severidad de la infeccién del VHC se encuentran: la apolipoproteina E (apo E),
genes involucrados en la respuesta inmune como el HLA-II, quimiocinas, asi
como ligandos; y el gen TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa), TGF-§ (factor

de transformacién de crecimiento beta), entre otros (Vazquez y col., 2005).

La cirrosis suele ser el destino final de varias enfermedades con base
genética, como es el caso de la enfermedad de Wilson (Educacion Médica

Continua, 2003), o la hemocromatosis.

La frecuente presencia de haplotipos HLA A1, B8, DR3, DR4 sugiere un
componente genético importante en la hepatitis autoinmune. El haplotipo DR3
se encuentra en el 52% de los pacientes con hepatitis autoinmune tipo 1y es
mas frecuente en pacientes jovenes que responden menos al tratamiento y que

evolucionan mas rapido a la cirrosis (Victorldrovo, 2000).

El haplotipo DR4 se asocia con hepatitis autoinmune tipo 1 en un 42%
de los casos, y se caracteriza por un nivel mas alto de inmunoglobulinas,
relacionandose con otras enfermedades autoinmunes concomitantes y
presentando una respuesta mas favorable al tratamiento médico (Victorldrovo,
2000).

1.2.2. FACTORES AMBIENTALES

Como es logico, en la cirrosis hepatica, existen ademas de factores
genéticos, factores ambientales que sin bien no son causa directa, si facilitan la
aparicion de fibrosis en el tejido hepatico. El estrés oxidativo parece estar
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directamente implicado en la fibrogénesis, como muestra el efecto protector de
la vitamina E en modelos nutricionales de esteatosis hepatica (Farrel y col.,
2006).

Se han publicado diversos estudios sobre el papel etiolégico del alcohol y
algunos toéxicos como fosforo, derivados petroquimicos, setas, asi como la
toxina procedente de Bacillus cereus en la etiologia de la CH. Esta
suficientemente estudiado, que el consumo de alcohol incrementa la
produccion de radicales libres hepaticos y el estrés oxidativo, implicados en el
proceso patologico, como muestran los resultados del estudio desarrollado por
Pemberton y col. (2005) al evaluar marcadores de la peroxidacion lipidica,
estatus antioxidante, fibrogénesis hepatica, inflamacién y funciéon hepatica en

24 pacientes con cirrosis y 49 controles sanos.

En este sentido se ha propuesto que la esteatosis hepatica no alcohdlica
es la manifestacion hepatica del Sindrome Metabdlico (SM), que comprende
resistencia insulinica e hiperinsulinemia, obesidad central, hipertension arterial
y dislipemia (triglicéridos [TG] >180 mg/dL o colesterol HDL < 40 mg/dL)
(Alarcon, 2004).

También se ha observado que la edad superior a 45 afios es un factor
claramente relacionado con cirrosis, lo que parece reflejar que cuanto mas
tiempo dure la esteatosis hepatica mas probable es la aparicion de fibrosis.
Este concepto tiene un marcado interés por la creciente incidencia de la
obesidad infantil, lo que podria indicar que la aparicion de esteatosis hepatica
en fases tempranas de la vida podria favorecer la evolucién a cirrosis en

edades mas jévenes.

Otro factor implicado en la incidencia de cirrosis es la raza.
Determinadas razas como hispano- latinos y con ascendencia asiatica tienen
mas probabilidades de progresion que los caucasianos, africanos y americanos
(Alarcon, 2004).

En la actualidad esta ampliamente probado que la obesidad es un

importante factor de riesgo en la generacién de patologias como la diabetes,
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hipertension, asi como diferentes afecciones cardiovasculares, etc. Dichas
patologias pueden estar a su vez vinculadas con los dafios hepaticos que
finalmente pueden desembocar en la cirrosis, caso por ejemplo de la diabetes
mellitus, siendo por tanto el sobrepeso un factor de riesgo para el desarrollo de

hepatopatias tanto directa como indirectamente.

Se han realizado estudios para demostrar la prevalencia de la cirrosis en
obesos, de los cuales un estudio retrospectivo mostrd una prevalencia del 30%
de fibrosis y del 10% de cirrosis en biopsias hepaticas de pacientes con
sobrepeso y obesos con alteraciones en las pruebas de funcionamiento
hepatico sin evidencia de enfermedad hepatica adquirida, autoinmune o

genética (Ratziu y col., 2000; Lizardi-Cervera y col., 2004).

Asi mismo, la obesidad es uno de los principales factores de riesgo
asociados a la esteato-hepatitis no alcohdlica, debido principalmente a la
resistencia periférica a la accion de la insulina, incremento del flujo portal de
triglicéridos y la produccion de citoquinas inflamatorias que afectan de forma
deletérea a los hepatocitos (Méndez-Sanchez y col., 2004).

1.2.3._ AGENTES INFECCIOSOS.

En lo relativo a los agentes infecciosos relacionados con esta patologia,
se observa que la cirrosis esta estrechamente ligada a la infeccion de los virus
de la hepatitis C, B y D. En este sentido, se ha comprobado que el virus de la
hepatitis C es junto con el alcohol una de las mayores causas de patologia
cronica del higado y cirrosis en los EEUU. La infeccion con este virus causa
inflamacion y dano hepatico de caracter leve que tras décadas, puede

desembocar en cirrosis.

Por otro lado también se sabe que el virus de la hepatitis B (VHB) es
probablemente la causa mas comun de cirrosis en el mundo. La hepatitis B al
igual que la C causa inflamacion hepatica y danos que tras varios afios pueden

llegar a producir cirrosis. Por su parte el de la hepatitis D es otro virus que
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infecta el higado, aunque solo en personas que ya lo estén de hepatitis B (NIH,
2003).

Por otro lado, Rios Blanc y col. (2003) han descrito que en los pacientes
con infeccion crénica por VHC, la probabilidad de desarrollar cirrosis a los 20
afnos de la infeccion es del 5-25%. Una vez que la patologia se ha establecido,
las cifras de progresién anual a insuficiencia hepatica son del 2 al 4%, y de

evolucién anual a carcinoma hepatocelular se situan entre el 1y el 7%.

En los pacientes coinfectados por VHC y VIH se ha descrito una mayor
morbi-mortalidad de causa hepatica, mayor viremia por un VHC y una
progresion mas rapidad a cirrosis, insuficiencia hepatica y carcinoma

hepatocelular.

1.2.4. FACTORES INMUNOLOGICOS

Se ha observado que esta enfermedad en ciertas circunstancias, parece
estar causada por la capacidad del sistema inmune de atacar el higado
causando inflamacion, dafno y eventualmente “scarring” y cirrosis (NIH, 2003).
La hepatitis autoinmune es una inflamacién hepatocelular que se presenta
cuando el sistema inmunologico actua frente a los hepatocitos y que se
caracteriza por hallazgos histologicos (hepatitis de interfase con afectacion
periportal, infiltracion de células plasmaticas y necrosis en sacabocados),
bioquimicos (hipertransaminasemia e hipergammaglobulinemia) y autoinmunes
(presencia de ciertos autoanticuerpos). Este trastorno es relativamente poco
frecuente y suele afectar a mujeres de mediana edad (Orts y col., 2004).
Aproximadamente un 20% de los pacientes con hepatitis autoinmune presentan

inicialmente signos de descompensacion cirrética (Orts y col., 2004).
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1.3. DIAGNOSTICO

1.3.1. SINTOMAS, SIGNOS Y COMPLICACIONES

El principio de la cirrosis es por lo general silencioso siendo muy pocos
los sintomas especificos. A medida que se acumula el dafio en el higado,

pueden aparecer los siguientes sintomas (www.liverfoundation.org):

o Pérdida de apetito.

o Malestar general.

o Nausea y vomitos.

o Pérdida de peso.

o Agrandamiento del higado.

e Vasos sanguineos en forma de arana (angioma de arafa)

A medida que avanza la enfermedad pueden surgir complicaciones
debidas a la disminucion progresiva de la funcion hepatica: (Ronnenberg y
Horn, 2007). Sintomas posteriores, algunos de los cuales se deben a

complicaciones, incluyen:

« Palmas de las manos enrojecidas o con manchas

o Pérdida de vello corporal

e Alteraciones del suefio

e Resistencia a la insulina

« Ulceras

o Fiebre y otras sefales de infeccidon - debido a una funcién inmune
alterada

« Heces fecales palidas o del color de la arcilla - causadas por una

reduccion en pigmentos biliares excretados
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Sangrados nasales frecuentes, moretones en la piel, o encias
sangrantes - como resultado de sintesis hepatica reducida de factores
de coagulacion

Ascitis - retencién de agua e inflamacién del abdomen causados por el
flujo sanguineo obstruido a través del higado y por la sintesis reducida
de la proteina albumina

Peritonitis bacteriana - infeccion de ascitis que causa dolor abdominal y
fiebre

Comezon - causada por la deposicion de productos biliares en la piel
Ictericia - coloracién amarillenta de la piel o de los ojos debido a la
acumulacién de pigmentos biliares (bilirrubina)

Vomitar sangre - debido a las venas inflamadas en el es6fago que se
revientan

Encefalopatia y coma - cambios mentales, incluyendo olvidar las cosas,
dificultad para concentrarse, confusion, y agitacion, causados por la
acumulacién de amoniaco en la sangre

Produccion reducida de orina y orina oscura - causadas por disfuncién o
insuficiencia renal

Cancer hepatico

El diagndstico de la cirrosis puede ser inesperado. Una persona puede

presentarse al médico con sintomas que no aparezcan de enfermedad hepatica

y tras la realizacion del pertinente examen fisico y analisis de sangre descubrir

que tiente cirrosis. (www.liverfoundation.org )

1.3.2. METODOS DE DIAGNOSTICO

La cirrosis hepatica se diagnostica en base a los sintomas, tests de

laboratorio, historia médica y examen fisico. Es de destacar el hecho de que el

higado aparece mas duro y grande de lo usual. Si es necesario un examen

visual del higado para buscar signos de patologia, se utiliza una tomografia

axial automatizada (CAT), una imagen por resonancia magnética (MRI), o un
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escaneado del higado a través de radiois6topo. También puede observarse el
higado a través de un laparoscépio, instrumento que se inserta a través del
abdomen para obtener fotografias a través de ordenador (NIH, 2003).

Hasta hace poco, la biopsia hepatica se empleaba para la confirmacion
del diagnostico del cuadro de CH, determinando el estadio de la patologia,
sirviendo como herramienta prondstica que proporcionaba la medicién
histolégica de la inflamacién y de la fibrosis. La técnica habitual era la via

percutanea (Brahm, 2006).

Asi mismo, la obtenciéon de tejido por puncion del parénquima y
aspiracion simultanea puede ser dificil y exigir mas de un intento, en especial
en higados con fibrosis extensa. La técnica transyugular permite, ademas, la
determinacion del GPVH (diferencia entre la presion suprahepatica enclavada y

libre, como indice de la presion portal).

De los resultados de un estudio realizado por Trejo y col. (1995), se
deducia la existencia de una relacion entre las dimensiones del espécimen de
biopsia, el gradiente de presién portal y el diagndstico histologico. La diferencia
en el tamafno del fragmento mayor entre pacientes con cirrosis hepatica y
aquellos con enfermedades cuyo componente fibrético es leve o nulo sugiere
que la presencia de fibrosis favorece la fragmentacion de la muestra y, por
tanto, se asocia con especimenes de tamano significativamente menor. En este
sentido, la correlacién inversa entre el tamafo del fragmento mayor y el
gradiente de presion portal sugiere, asi mismo, una relacidon de este ultimo con

el grado de fibrosis.

En pacientes con sospecha clinica de enfermedad hepatica crénica la
determinacion del GPVH aporté importante informacion adicional: un GPVH 3
10 mmHg se asocié con una alta frecuencia a la presencia de CH. Esta
rentabilidad de la medicidon del GPVH es aun mayor en aquellos pacientes con
sospecha de enfermedad hepatica cronica en los que la biopsia no fue util. Asi,
el hallazgo de un GPVH * 10 mmHg, aun con biopsia no diagnédstica, apoya

fuertemente el diagndstico de cirrosis hepatica (Trejo y col.,1995).
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No obstante, hoy dia, existen métodos de analisis no invasivos para
estimar el grado de fibrosis. Estos métodos comprenden: pruebas de imagen
(p- €j.: FIBROTAC), marcadores bioquimicos simples (p. €j.: indice de Forns),
marcadores de fibrogénesis (TGFB1, TIMP1 [inhibidor tisular de
metaloproteasas 1], PIIIP [péptido aminoterminal del procolageno Ill] y acido
hialuronico) y mas recientemente la elastografia. Estos métodos, permiten
estimar con una aceptable precision el grado de fibrosis, aunque su utilidad
para evaluar cambios moderados tras un tratamiento no esta bien demostrada.
En la actualidad, la biopsia hepatica, sigue indicada cuando, ademas de querer
determinar el grado de fibrosis, se tengan dudas diagndsticas y se precise de
una informacion exacta del tipo de infiltrado inflamatorio (p. ej.: en pacientes

transplantados) (Dominguez y col., 2009).

La Técnica de Ultrasonografia que venia utilizandose desde hace afios
como meétodo de diagnostico para detectar lesiones focales hepaticas difusas
en pacientes con enfermedad del higado, ha resultado ser un método muy
interesante para el diagndstico de CH, por ser un procedimiento no invasivo y

relativamente barato (Ore, 2004).

El estudio comparativo entre ultrasonografia y diagndstico
histopatoldgico de la cirrosis, llevado a cabo en 236 historias clinicas por Ore y
colaboradores entre 2000 y 2004 revela que en los casos de cirrosis por
hepatitis B y C, pueden ser diagnosticadas por ultrasongrafia con un 85,59% de

exactitud empleando un solo signo ultrasonografico.

l.4. TRATAMIENTO

El tratamiento de la cirrosis hepatica es fundamentalmente un
tratamiento sintomatico y de sus complicaciones, tales como la ecefalopatia
hepatica, sindrome hepatorenal y el sangrado de las varices esofagicas.
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Es especialmente importante, la prevencién de la cirrosis, como
evolucion derivada de la enfermedad alcohdlica del higado. Numerosos
estudios han tratado de abordar esta cuestion, retardando la progresion de la

hepatopatia y previniendo sus complicaciones (Rahelic y col., 2008).

El unico tratamiento efectivo para atenuar o revertir la fibrosis
hepatica es la eliminacién del agente causal. En los casos en los que esto no
es posible, se recomienda identificar y tratar factores profibrogénicos (como la
resitencia a la isulina, la obesidad, el alcohol, etc.). En modelos experimentales
de dafo hepatico cronico, se han descrito diversos agentes capaces de reducir
la fibrésis hepatica, pero apenas existen estudios clinicos controlados que
evaluan su seguridad y eficacia, por lo que no existe suficiente evidencia
cientifica para indicarlos como tratamiento antifibrogénico. La eficacia de los
inhibidores del sistema renina-angiotensina se esta evaluando en la actualidad.
(Dominguez y col., 2009). En la Tabla 2, se recogen aquellos farmacos que
actualmente tienen una utilidad potencial en el tratamiento de la fibrosis

hepatica

En cualquier caso y cuando esta indicado, el transplante hepatico es el

mejor tratamiento para resolver la cirrosis hepatica.
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TABLA 2. Farmacos con una potencial utilidad en el

fibrosis hepatica (Dominguez y col., 2009).

tratamiento de la

AGENTE
FARMACOLOGICO

EFECTOS
ANTIFIBROTICOS EN
LAS CELULAS
ESTRELLADAS
HEPATICAS

EFECTOS
ANTIFIBROTICOS EN LA
FIBROSIS
EXPERIMENTAL

ESTUDIOS EN HUMANOS

Inhibidores de la

angiotensina

Resultados consistentes

positivos

Resultados consistentes

positivos

Estudio retrospectivo

Colchicina

No probada

Resultados limitados

Resultados discrepantes

Resultados limitados

Resultados limitados

autoinmune

Inhibidores de la

endotelina

No probados

Resultados limitados

No probado

Interferon-a

I Corticosteroides

Resultados consitentes

positivos

Resultados consitentes

positivos

Estudiado en hepatitis

cronica C

Efectivo en hepatitis I

Interleucina-10

Resultados limitados

Resultados consitentes

positivos

Estudio unico en la

hepatitis cronica C

Pentoxifilina

Resultados consitentes

positivos

Resultados consitentes

positivos

No probado

Fosfatidilcolina

Resultados limitados

Resultados consitentes

positivos

No eficaz en fibrosis

inducida por alcohol

Antagonistas de PPAR

Resultados consitentes

Resultados consitentes

positivos

Estudios aislados en EHNA

S-adenosil-metionina

No probados

No probados

Estudiado de la fibrosis

inducida por alcohol

Sho-saiko-to (hierba

asiatica)

Resultados consitentes

positivos

Resultados consitentes

positivos

Estudios aislados en la

hepatitis crénica C

Inhibidores de TGFB

Resultados consitentes

positivos

Resultados consitentes

positivos

No probado

Tocoferol

Resultados consitentes

positivos

Resultados limitados

Estudios aislados en EHNA

Ghrelina

Resultados consitentes

positivos

Resultados consitentes

positivos

Datos epidemioldgicos

Antagonistas CB1

Resultados consitentes

positivos

Resultados consitentes

positivos

Datos epidemiologicos

CB1; receptor cannabinoide tipo 1; EHNA:

esteatohepatitis no alcohdlica; PPAR:

receptor

activado del proliferador del peroxisoma; TGFf: factor de transformacién del crecimiento beta.

La ascitis, es una de las complicaciones mas frecuentes en la

cirrosis hepatica y se asocia a un peor pronostico. Inicialmente, el tratamiento

de la ascitis se basaba en la combinacién de una dieta baja en sodio y el

empleo de diuréticos.

Sin  embargo,

este

tratamiento

tenia algunos
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inconvenientes relevantes como que la pérdida de peso, excesivamente rapida
se asociara con hipovolemia e insuficiencia renal, y que la administracion de
diuréticos se asociaba a su vez con un indice de complicaciones muy elevado.
La paracéntesis terapéutica en los casos con ascitis a tension y la infusion de
albumina cuando se moviliza un alto volumen de ascitis, es un tratamiento mas
adecuado como eleccion inicial debido a su facilidad de empleo, mayor eficacia
clinica y menor indice de complicaciones (Rodés y col., 2003).

En los ultimos afios, también esta resultando muy relevante el
tratamiento a nivel nutricional de los pacientes cirroticos, ya que éstos, se
encuentran en un estado de malnutricion calérico-proteica, hipercatabdlico, con
una disminuida utilizaciéon y capacidad de almacenamiento de carbohidratos y
un aumento del catabolismo proteico y graso, que conduce a la deplecién de
las reservas proteicas vy lipidicas (Venegas-Tresierra y col., 2002; Mesejo y col.,
2008). Este tratamiento nutricional, debe realizarse atendiendo en primer lugar

a que la cirrosis sea compensada o descompensada.

a) Tratamiento nutricional en cirrosis compensada

El cirrético compensado puede tener un aceptable estado
nutricional, por lo que con frecuencia puede recibir una dieta practicamente
normal, aunque se requiere cierta prudencia en la administracion de ciertos
elementos como el sodio (maximo 2,5 g/dia), ya que este puede aumentar el
riesgo de formacion de ascitis 0 edemas. La suplementacion oral con dietas
liguidas es a menudo dificii debido a la anorexia y otros sintomas
gastrointestinales, aunque ha demostrado ser beneficiosa en pacientes
seleccionados (Mesejo y col., 2008).

b) Tratamiento nutricional en cirrosis descompensada

El tratamiento nutricional para los casos de cirrosis descompensada
(aquella que presenta encefalopatia o ascitis) dependera de cual sea la

patologia especifica y como esté afectando al equilibrio nutricional del paciente.

27



En la encefalopatia aguda, debe corregirse de manera directa el
posible factor precipitante. Durante los episodios agudos puede necesitarse
una restriccion proteica temporal que normalmente no supere las 48 horas ya
que debe minimizarse lo maximo posible. Una vez restaurado el estado mental
del paciente e identificada la causa de la encefalopatia, debe restaurarse el

tratamiento dietético con aporte suficiente de proteinas (Mesejo y col., 2008)

Los requerimientos proteicos en pacientes cirréticos segun los
parametros internacionales son de 1,00-1,15 g/Kg/dia para cirréticos sin
encefalopatia y de 1,00-1,20 g/Kg/dia para aquellos con encefalopatia
(Harrison 1998; Plevak y col.,, 1999; Venegas-Tresierra y col., 2002). Esta
cantidad de proteinas, es bien tolerada por muchos pacientes y solo aquellos
con encefalopatia crénica intratable podrian necesitar una restriccion proteica
de hasta 0,8 g/Kg/dia (Mesejo y col., 2008).

Teniendo en cuenta que la tolerancia proteica depende también de
su origen (lacteo, vegetal o carnico) se recomienda también abordar la dieta
con suplementacion con fibra o dietas con aporte proteico de origen vegetal,
que aportan un alto contenido en fibra y un contenido menor en aminoacidos

aromaticos, cuya concentracion en los casos de cirrosis suele estar elevada.

Pueden recomendarse alimentos ricos en carbohidratos, siempre y
cuando no coexista una intolerancia hidrocarbonada o aumento de la

resistencia periférica a la accion e la insulina.

En el caso de existir ascitis e hiponatremia, la restriccion hidrica

estaria indicada en casos con hiponatremia dilucional importante.

Por ultimo, en lo relativo a las alteraciones vitaminicas, los niveles de
vitamina E suelen encontrarse reducidos en un 47% de los cirréticos y el 59%
tiene enfermedad metabdlica ésea. Puede coexistir un déficit de vitamina A 'y
los niveles plasmaticos de vitamina B, estan habitualmente altos debido a un

aumento en las transcobalaminasas | y Ill; sin embargo, los niveles tisulares de
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vitamina B4, estan reducidos, con un descenso en la transcobalamina Il
(Mesejo y col., 2008).

Por otro lado, constituye un grupo especial el paciente cirrético
obeso, debido a su dificil manejo dietético por encontrarse un exceso de masa
grasa ligado a una desnutricion proteica en un alto porcentaje de los casos

(Venegas-Tresierra y col., 2002)

Todos estos aspectos deberan tenerse en cuenta a la hora de

programar el tratamiento dietético mas optimo.

1.5. ASPECTOS NUTRICIONALES RELACIONADOS CON
LA CH

1.5.1._ PREVALENCIA DE MALNUTRICION

La malnutricion es muy comun en los casos de patologia hepatica
cronica y la cirrosis esta asociada a la malnutricion en mayor o menor grado e
independientemente de la etiologia de la enfermedad, especialmente en los
casos mas avanzados, pudiendo senalar tres factores principales que

contribuyen a esta malnutricion (Mesejo y col., 208):

- La limitacién o disminucion en la ingesta de alimentos.
- La alteracion en la digestidn y absorcidon de los nutrientes.

- Las alteraciones en el metabolismo de los nutrientes.

El higado juega un papel fundamental en el metabolismo de la mayoria

de los nutrientes; la asicitis y los procesos inflamatorios que se producen
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causan una reduccion del apetito del paciente. En el caso de las hepatitis
debidas al alcohol, este causa cambios en el metabolismo hepatico de algunas
vitaminas. Por otro lado, los requerimientos de proteinas se ven también
aumentados en los casos de pacientes estables clinicamente con cirrosis y son
frecuentes los casos de intolerancia a la glucosa y la diabetes mellitus, asi
como alteraciones el metabolismo de los aminoacidos y la absorcidon de las
grasas (Kondrup 2006). Esta desnutricibn puede contribuir a la pobre
resistencia a infecciones, retencién de liquidos y a la insuficiencia en la

regeneracion de lesiones (Merli y col., 2002).

Algunos autores situan la a prevalencia de desnutricion en los cirroticos
entre el 50 al 100 % en pacientes con hepatopatia alcohdlica y el 40 % en los

no alcohdlicos (Botelho de Carvalho, 1992).

El analisis dietético de un estudio realizado a 43 pacientes cirréticos
(Venegas-Tresierra y col. 2002), mostrd dietas hipoproteicas en 42 pacientes
(98%), hipocaldricas en 38 pacientes (88%), hipograsa en 36 (83,7%); solo un
paciente tuvo una dieta normoproteica y normocaldrica; 15 pacientes (35%) no
mostraron ningun grado de desnutricion; 24 pacientes (56%) mostraron
desnutricion proteica aislada; y 4 pacientes (9,3%) desnutricion calorico —
proteica. La prevalencia de malnutricion caldrico-proteica varia entre el 34-82%
para los casos de cirrosis alcohdlica y 27-82% para los casos de cirrosis no
alcohdlica (Plevak y col.,1999; Kondrup 2006; Castellanos Fernandez y col.,
2008).

Otros estudios realizados al respecto, revelan como un alto porcentaje
de los pacientes cirroticos (alrededor de un 75%) se hallan en un estado de
malnutricién protéica con los niveles de albumina sérica por debajo de los 3,5
g/dL (Fukushima y col., 2007).

También se ha hallado relacién entre los indices de severidad de la
patologia (Child Pugh B y C) y el diagndstico de desnutricién, hallandose que
conforme se incrementa la severidad, se incrementa proporcionalmente la
desnutricion (Merli y col., 2002; Venegas-Tresierra y col., 2002; Kondrup, 2006;

Castellanos-Fernandez y col., 2008). También se ha apreciado como la
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prevalencia y la severidad de la malnutricion parecen estar relacionadas con el

estado clinico de la hepatopatia cronica (Merli y col., 2002).

De igual forma, la enfermedad hepatica produce una significativa
alteracion en las concentraciones séricas de los minerales, cuestidon que se

estudia en profundidad en este trabajo.

Algunos autores han afirmado que el estado nutricional en los pacientes
con hepatopatias, influye en el desarrollo de la enfermedad 6sea, siendo la
obesidad protectora y la delgadez un factor que puede predisponer a poseer
una menor masa 6sea, sobre todo a nivel del hueso cortical. Sin embargo, la
prevalencia de osteopatias en la cirrosis hepatica y otras hepatopatias es
variable y existen diferencias de opinion en lo concerniente a que realmente el
estado nutricional como factor aislado, tenga influencia sobre la pérdida de

masa 6sea (Escalante-Boleas y col., 2002).

Tanto la desnutricion como la aplicacion de dietas inadecuadas, son un
problema comun en los casos de cirrosis hepatica y es sin duda importante la
intervencion a este nivel, para disminuir la morbilidad asociada a esta
patologia. Un estudio realizado en 2002 sugiere que la terapia nutricional
puede mejorar el desarrollo clinico en pacientes cirroticos sometidos a cirugia

general y/o transplante hepatico (Merli y col,.2002).

1.5.2. METODOS DE EVALUACION DEL ESTADO
NUTRICIONAL

Como senalamos en el capitulo anterior, la evaluaciéon del estado
nutricional de los pacientes cirréticos es fundamental tanto para evaluar el
estado de la patologia y su prondstico, como para disefiar la estrategia dietética

mas adecuada a seguir.
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Cabe senalar que en la cirrosis hepatica, las alteraciones en la sintesis
de proteinas, la funcion inmune y la composicion corporal, pueden conducir a
error al hacer uso de métodos convencionales para evaluar el estado

nutricional (Merli y col., 1998)

Los métodos comunes de evaluacion nutricional en pacientes cirréticos
comprenden el analisis de masa magra y grasa a través de parametros
antropométricos (pliegue subcutaneo tricipital, circunferencia muscular del
brazo, area muscular del brazo e indice de creatinina urinaria en 24
horas/talla), medicion de proteinas viscerales (albumina, transferrina) y
bioimpedancia bioeléctrica (Venegas y col., 2002). El estatus inmunoldgico, que
podria representar un test funcional de malnutricion, en pacientes con
hepatopatia crénica esta afectado por hiperesplenismo, reactividad
inmunolégica anormal y el abuso del alcohol, asi como por el indice de
creatinina, por lo que puede ser poco fiable cuando la funcion renal esta
comprometida (Merli y col., 2002). Los parametros a tener en cuenta para el

analisis del estado nutricional vienen recogidos en la tabla 3.

TABLA 3. Parametros para el analisis nutricional

PARAMETRO INDICADORES

indice de masa corporal Peso / Talla2

Evaluacién de la masa grasa Impedanciometria y pliegue tricipital

Evaluacién de masa magra Impedanciometria

. i Circunferencia muscular del brazo, indice de
Evaluacién del musculo . i
creatinina / Talla, area muscular del brazo

Evaluacién del compartimiento o . . .
. . Valores de albumina, transferrina y linfocitos
proteico visceral
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En la evaluacion del estado nutricional también es importante el cotejo
de los resultados en las tablas de valores normalizados para el pliegue cutaneo
del triceps, para la circunferencia muscular del brazo, para el area muscular del
brazo y para el indice de creatinina / talla (Harrison 1998; Morata y col., 1997;

Venegas y col., 2002).

Y por ultimo, determinando que existe desnutricion proteica si se halla
masa magra disminuida a través de la impedancia o si los valores
antropométricos se encuentran por debajo del percentil 25, correlacionandose
con la medicién del compartimiento proteico visceral; y desnutricion calorica si
se detecta masa magra disminuida en la impedancia o si la medida del pliegue
del triceps esta por debajo del percentil 25 (Venegas y col., 2002).

El analisis bioeléctrico de impedancia se ha hallado impreciso
generalmente en pacientes cirréticos con ascitis y aquellos con retencidon de
fluidos (Merli y col., 2002). Algunos estudios recientes, sugieren que el uso de
la bioimpedancia con férmulas no validadas para pacientes cirréticos es menos
eficaz que el uso directo de los datos del analisis de bioimpedancia (resistencia
y angulo de fase) como una medida funcional de la masa y de la funcién
celular, asi como sugieren la importancia de validar los métodos de evaluacién
nutricional para los casos especificos de cirrosis hepatica tal y como indica la
“Guia para la evaluacion nutricional’ publicada por la Sociedad Europea de
Nutricion Clinica y Metabolismo (ESPEN) (Kondrup 2006).

1.5.3. Factores fisiopatologicos

La CH se caracteriza por un reduccién significativa de la masa muscular

y grasa con redistribucién del agua corporal (Figueiredo y col., 2005).
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Desde el punto de vista histopatoldgico, la CH se define por la triada
necrosis celular, fibrosis y nddulos de regeneracion, siendo las manifestaciones

clinicas independientes de su etiologia (Mesejo y col., 2008).

1.5.4. OLIGOELEMENTOS

1.5.4.1. SELENIO (Se)

1.5.4.1.1. Introduccion

El selenio es un oligoelemento que se encuentra en la tierra, agua y
algunos alimentos. Es un elemento esencial en varias vias metabdlicas del ser
humano (Medlineplus, 2008).

El Se esta relacionado con la proteccion de los tejidos frente al estrés
oxidativo por su actuacién como cofactor enzimatico de la enzima glutatién
peroxidasa (GSH-Px), el mantenimiento de las defensas contra la infeccion, y la

modulacion del crecimiento y desarrollo.

El contenido de selenio en un ser humano adulto puede variar desde
valores de 3 mg en sujetos neo zelandeses hasta 14 mg en algunos
americanos reflejando la profunda influencia del medio ambiente en las
cantidades de este mineral. Aproximadamente un 30% del selenio tisular se
encuentra en el higado, un 15 % en el rifién, un 30% en el musculo y un 10%

en plasma sanguineo.

1.5.4.1.2. Selenoproteinas

La mayor parte del selenio tisular se encuentra en proteinas como
seleno-analogos de sulfuro amino acidos formado selenoproteinas. Se sabe de
la existencia de multiples selenoproteinas de las que hasta el momento se

encuentran bien caracterizadas 15 segun viene recogido en las tablas 4 y 5.
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TABLA 4. Seleccién de algunas selenoproteinas caracterizadas

(FAO, 2002)

SELENOPROTEINA

RESIDUOS DE
SELENOCISTEINA

DISTRIBUCION TISULAR

GSH-Px citosolica

1

Todos incluyendo el

tiroides

GSHPx de los hidroperoxidos de

los fosfolipidos

Todos incluyendo el

tiroides

GSHPx gastrointestinal

Tracto gastrointestinal

GSHPx extracellular

Plasma y tiroides

Tioredoxina reductasa

Todos incluyendo el

tiroides

lodotironine-deiodinasa (tipo 1)

Liver, kidneys, and thyroid

lodotironine-deiodinasa (tipo 2)

Sistema nervioso central
(SNC) y pituitaria

lodotironine-deiodinasa (tipo 3)

Tejido adipose marron,

SNC y placenta

Selenoproteina P

Plasma

Selenoproteina W

Miusculo

Selenoproteina capsular del

esperma

Cola del esperma

35



TABLA 5. Selenoproteinas y sus funciones fisiolégicas

SELENOPROTEINAS

FUNCIONES

Glutation Peroxidasas GHS-Px1,2,4

Enzimas antioxidantes: eliminan el peroxido
de hidrégeno, modulan la sintesis de
eicosanoides modificando la inflamacién y
disminuyen el dafio oxidativo de lipidos,

lipoproteinas y DNA

Seleproteina de la capsula mitocondrial del

esperma

Forma de la GSH-Px4: protege el desarrollo
de las células espermaticas de dafio

oxidativo, asi como su madurez y estabilidad

lodotironina-desiodinasa (tres isoformas)

Produccion y regulacién del nivel de T3 a
partir de T4

Tioredoxina-reductasa (tres isoformas)

Reduccion de los nucleétidos en la sintesis
del DNA, control del estado redox
intracelular; reguladoras de la expresion
genética por control redox de la union de

factores de transcripcion al DNA

Selenofosfato-sintetasa SPS2

Necesaria para la sintesis del selenofosfato
precursor de la selenocisteina y, por tanto,

de la sintesis de las selenoproteinas

Selenoproteina P (SePP)

Proteina plasmatica que parece tener un
efecto protector de las células endoteliales

frente al ataque de peroxinitritos

Selenoproteina W

Necesaria para la funcion muscular

Selenoproteina del epetelio prostatico, 15Kda

Localizada en las células epiteliales de la
prostata ventral. Parece tener una funcion
redox similar a la GPx4. Quiza posee accién
protectora de las células secretoras frente al

carcinoma

Selenoproteina unida al DNA de las

espermatides, 34KDa

Actividad similar a la glutation-peroxidasa.
Producida en el estbmago y nucleo de los
espermatozoides. Puede proteger el

desarrollo del esperma.

Selenoprotina de 18kDa

(selenio_intro/selenio/bibliografia)

Producida en rifidn y otros érganos.
Conservada incluso en los estados de

deficiencia en selenio
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Estudios realizados en ratas, sugieren que la selenoproteina P se
une a ceélulas endoteliales, y los niveles plasmaticos de la proteina se
correlacionan con la prevencion de la peroxidacion lipidica y el dafio a células
hepaticas endoteliales y representa un indice muy accesible del estatus
nutricional de Se (Burk y Hill, 2005).

Funcionalmente, parecen existir al menos dos familias distintas de
enzimas que contienen selenio. La primera incluye a las glutation peroxidasas y
tioredoxin reductasas, que estan implicadas en el control de las
concentraciones tisulares de metabolitos altamente reactivos del oxigeno.
(FAO, 2002).

Sin embargo, la glutation peroxidasa (isoforma GSH-Px3) y la
selenoproteina P son las unicas selenoproteinas que han sido indentificadas en
plasma. La glutation peroxidasa supone alrededor de un 12% del selenio
plasmatico y la selenoproteina P alrededor de un 44%. El 44% restante se
considera una fraccién no especifica la mayor parte de la cual parece ser
selenometionina, un aminoacido sintetizado por las plantas y que es
incorporado aleatoriamente en las proteinas animales como constituyente de la

reserva de metionina (Burk y col.,1998).

La deficiencia de este oligoelemento puede ocurrir en areas donde el
contenido de selenio en la tierra es bajo, y puede afectar a las funciones
tiroidales y causar afecciones como la enfermedad de Keshan (cardiomiopatia).
La deficiencia de selenio se ha encontrado también comunmente en pacientes
que estan recibiendo alimentacién parenteral total como su unica fuente de
nutricion. Los trastornos gastrointestinales pueden disminuir su absorcion
dando como resultado el agotamiento o deficiencia. Asi mismo, el Se puede ser
destruido cuando los alimentos son refinados o procesados (Medlineplus,
2008).
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1.5.4.1.3. El Se y la salud

Su relacion con la prevencion del cancer esta muy bien documentada.
Diversos estudios epidemioldgicos han establecido que existe una relacion
clara y directa entre un bajo nivel de selenio en sangre y el cancer (Gil del
Castillo, 2005).

En 1996 se publicaria el que podria ser el estudio de prevencion del
cancer de mayor éxito en Estados Unidos hasta la fecha, realizado por el
Instituto Nacional del Cancer entre 1.312 voluntarios. A estos individuos se les
administraron 200 ug de Se diarios y el resultado fue la disminucién de un 49%
en el indice de mortalidad de los tres canceres mas frecuentes (pulmén,
préstata y colorrectal), resultado que puso de manifiesto que los sujetos

estudiados requieren mas Se que el administrado por la dieta.

1.5.4.1.4. Absorcion y biodisponibilidad

La mayoria del Se ingerido, ya sea en forma organica o inorganica, se
convierte en el higado en selenocisteina, la cual es usada en la biosintesis de
selenoproteinas. Existen evidencias de que la selenoproteina P (SePP) es el
mayor transportador de Se desde la sangre a los tejidos, especialmente al
cerebro y testiculos. Sin embargo, aun no esta del todo claro como se
distribuye dentro de las células (Richelle y col., 2006).

El Se plasmatico es transportado en un 60-70% en la SePP, un 30% en
la GSH-Px y un 10% ligado a la albumina y lipoproteinas de baja y muy baja
densidad (LDL y VLDL, respectivamente). ElI Se es eliminado
fundamentalmente por via renal (dimetilselenol y trimetilselenol), aunque una
pérdida significativa puede producirse por las heces, en tanto que menos del
5% se elimina por via cutanea y pulmonar (trimetilselenol). Las concentraciones
plasmaticas y séricas de Se son variables, existiendo diferentes valores medios
segun las diferentes regiones geograficas analizadas. Actualmente ha sido

establecido que el nivel sérico de Se necesario para maximizar la actividad
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plasmatica de la GSH-Px es de 95 pg/L (rango 89 a 114 ug/L) (Manzanares
Castro, 2007).

En general se puede afirmar que la absorcion de los compuestos
organicos de Se presentes en los alimentos aparentemente es buena (70 -
95%). Sin embargo, puede variar de acuerdo con la digestibilidad de las
seleno-proteinas y otros compuestos contenidos en los alimentos (Suarez de
Ronderos, 2004).

Algunos microorganismos poseen la capacidad de unir en superficie o
acumular intracelularmente iones metalicos presentes en el medio ambiente.
En suplementos alimentarios, se ha empleado esta propiedad con el fin de
aportar minerales importantes par la salud. Ciertas especies del género
bacteriano Lactobacillus y levaduras son capaces de concentrar el Se
inorganico del medio durante su crecimiento y producir Se organico, que posee
mayor biodisponibilidad. Estos microorganismos ricos en Se se han

comercializado como suplementos alimentarios ricos en este micronutriente
(Collado y col., 2004).

1.5.4.1.5. El Se y la nutriciéon

En la mayoria de las dietas, las fuentes principales de Se son las carnes,
los pescados y los cereales. Los productos lacteos y los huevos contribuyen
con pequefias cantidades de Se en la dieta. Los vegetales y las frutas
contienen muy bajos niveles de Se (suponiendo menos del 8% del total de
consumo). El analisis de dietas en la poblacién de Estados Unidos, revelé que
5 alimentos (carne, pan blanco, cerdo, pollo y huevos) contribuian con el 50%
del total de Se en la dieta tipica y el 80% del total del Se dietario fue aportado

por solamente 22 alimentos (Suarez de Ronderos, 2004).
En el area de la nutricidn clinica, el Se esta ubicado dentro del grupo de

los micronutrientes, constituyendo un elemento traza o micronutriente esencial

para todos los mamiferos (Manzanares Castro, 2007).
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Se han descrito deficiencias de selenio hepatico y sérico en pacientes
con cirrosis no alcohdlica y en alcohdlicos con y sin enfermedad hepatica
secundaria. El Se es imprescindible para la actividad de la glutatién peroxidasa
y, por lo tanto, su déficit conduce a un aumento de la peroxidacion lipidica
(Goémez y col., 2001).

1.5.4.1.6. Deficiencia de Se

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de Se en la dieta son poco
comunes y se presentan normalmente en casos de nutricibn parenteral
inapropiada manifestandose con debilidad muscular e incluso fallo cardiaco en
algunos casos. Un caso particular asociado a la deficiencia de selenio es la
enfermedad de Keshan, cuya relacion fue descrita por primera vez en China en
1935. Las manifestaciones clinicas son: fatiga tras realizar cualquier ejercicio
simple, palpitaciones y arritmias cardiacas, pérdida de apetito, insuficiencia
cardiaca y fallo cardiaco. Esta enfermedad tiene un origen multifactorial aunque
las sospechas mas importantes apuntan al desarrollo de una miocarditis viral
atribuida probablemente al aumento de la virulencia del virus Coxsackie

durante su paso a través de tejidos selenio-deficientes (FAO 2002).

En un estudio realizado sobre una poblacién universitaria realizado por
Oliveras Lopez et al. (2006) se puso de manifiesto la existencia de un déficit en
algunos micronutrientes como hierro, zinc calcio, yodo, cobre y selenio, tanto

los hombres como las mujeres.

En la cirrosis hepatica se han descrito deficiencias de Se hepatico y
sérico en pacientes con cirrosis no etilica y en alcohdlicos con y sin
enfermedad hepatica secundaria. Es imprescindible para la actividad de la
glutation peroxidasa y, por tanto, su déficit conduce a un aumento de la
peroxidacién lipidica, por lo que se ha involucrado en la patogenia del dafo
hepatico inducido por alcohol (Gomez, 2001). Otros estudios como el realizado
por Burk y col. (1998) contradicen la afirmacion anterior al indicar que la
actividad de la GSH-Px se ve incrementada en los casos de CH, por lo que se

necesitan investigaciones futuras con el objeto de clarificar esta controversia.
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1.5.4.2. ZINC (Zn)

1.5.4.2.1. Introduccién

El Zn es uno de los elementos mas abundantes en el cuerpo humano,
asi como uno de los que interviene en mas procesos. Dado que participa en
muchas facetas diferentes de la biologia humana, sus efectos son sutiles pero

también muy significativos e importantes.

En Espafia, segun el panel de consumo de 2011 del Ministerio de Medio
Ambiente, Medio Rural y Medio Marino, la mayor fuente dietética de Zn la
constituyen los alimentos de origen animal (MARM, 2011). La ingesta
recomendada para un adulto se estima entre 8 mg/dia para las mujeres y 11
mg/dia para los hombres (Garcia-Gabarra, 2006; Rubio y col., 2007).

Al ser un i6n intracelular, se encuentra en su mayoria en el citosol. Su
cantidad en el individuo adulto oscila entre 1 y 2,5 g (Merck, 1980),
constituyendo el segundo oligoelemento en relacién a la cantidad total en el
organismo, superado unicamente por el hierro (Kido y col.,, 1993). Suele
encontrarse principalmente en higado, pancreas, rifiones, huesos y musculos,
aunque también el ojo, prostata, espermatozoides, piel, pelo y ufias suelen
contener concentraciones importantes (Rubio y col., 2007)

1.5.4.2.2. El Zn y la salud

Contribuye a la actividad de alrededor de 300 metaloenzimas. Es
indispensable para el metabolismo de los acidos nucleicos y proteinas
(Mitsuhiko y col., 2006). Este elemento, es ademas un efectivo antiinflamatorio
y antioxidante (Ananda y col., 2007). La mas importante de las propiedades
antioxidantes del Zn es la proteccién a través del antagonismo de la transicidon
de metales redox-activos como el Cu y Fe y la proteccion de grupos proteicos

sulfidrilo del dafio oxidativo (Powell y col., 2000; Prasad y col. 2004).
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También destaca por ser un i6n estructural que participa en algunas
membranas biologicas y en los acidos nucleicos. Puede formar bases de los
llamados “dedos de Zn”, que caracterizan algunas proteinas de transcripcion.
Asi mismo, es necesario para la integridad de las histonas, proteinas
intimamente involucradas con el ADN, ademas de ser componente de las
polimerasas del ADN y el ARN, por lo que varios estudios sostienen que puede
jugar un papel central en el crecimiento celular (Rosado 1998; Salgueiro y col.,
2004; Rubio y col., 2007).

Se sabe que el Zn es un nutriente esencial requerido para numerosas
funciones fisiologicas, que incluyen el crecimiento, la reproduccion y la
actividad del sistema inmune (Sien-Sing y col., 2004); ademas juega un papel
esencial en la sintesis de coenzimas que median a su vez en la de aminas
biégenas y su metabolismo (Conde-Martel y col., 1992). También tiene un
importante rol en el crecimiento y proliferacion celulares (Tuluvath y col., 1992).

Junto con el cobre, ambos elementos se estudian combinados como
indicadores bioquimicos, siendo incluso mas importante clinicamente el
conocido ratio cobre/zinc, que los valores plasmaticos independientes de cada
mineral. Si este ratio se encuentra elevado, es un indicador de la existencia de
un desequilibrio patolégico en la regulacion de los elementos traza del
organismo. Varios estudios han obtenido resultados similares, con un elevado
ratio cobre/zinc en casos de cirrosis hepatica (Poo y col., 2003; Lin y col., 2006;
Somi y col., 2009).

Estudios recientes, sugieren la incorporacion de la metalotioneina como
un tercer parametro a dicho ratio, (Cu/Zn)/MT, consiguiendo mediante esta
proteina, cuya concentracién se encuentra mas disminuida en los casos de
cirrosis hepatica o carcinoma hepatocelular que en los de hepatitis cronica,
discriminar entre pacientes con patologias miscelaneas, o hepatitis cronica y
aquellos en estado de cirrosis hepatica o carcinoma hepatocelular (Nakayama
y col., 2002).

1.5.4.2.3. Absorcién y biodisponibilidad

42



Este mineral, esta ampliamente distribuido en la naturaleza. En general,
los mariscos (ostras y crustaceos) son los alimentos mas ricos en Zn, seguidos
de las carnes rojas, los derivados lacteos, los huevos y los cereales integrales.
En los alimentos, el Zn se halla asociado principalmente a proteinas y acidos
nucléicos (Passmore y col., 1975; Sandstead y col., 1984; Terrés y col., 2001;
Rubio y col., 2007). Las proteinas de origen animal ejercen un efecto
potenciador en la absorcion del Zn, mientras que la fibra y el fitato la
disminuyen, siendo este ultimo su principal inhibidor, al formar un complejo
fitato-Ca-Zn, extremadamente insoluble al pH de la parte superior del intestino
delgado, donde se absorbe la mayor proporcion del Zn (Weisstaub y col.,
2008).

El higado es muy importante para la regulacion homeostatica del Zn, asi
como el Zn es necesario para el correcto funcionamiento del higado. Niveles
bajos de Zn estan implicados tanto en los estados agudos como crénicos de la
hepatopatia y su deficiencia esta asociada a la patogénesis de enfermedades

del higado e induccidn de estrés oxidativo.

En un estudio realizado en el 2007 por loannis y col., se concluyé que el
Zn puede proteger contra enfermedades hepaticas. En concreto la deficiencia
de este mineral induce estrés oxidativo pues al actuar como cofactor
enzimatico de la enzima superoxido dismutasa (SOD), su deficiencia reduce la

actividad antioxidante de la misma en el organismo.
La homeostasis del Zn, esta regulada principalmente a través de el
tracto gastrointestinal mediante ajustes en la absorcion de Zn desde el intestino

y la excrecién del Zn enddgeno por las heces (Hambidge y col 2001).

1.5.4.2.4. Deficiencia de Zn

Las implicaciones clinicas de la deficiencia de Zn incluyen retardo del

crecimiento, susceptibilidad a las infecciones, diarrea, infertilidad,

43



hipogonadismo, problemas mentales y neurolégicos y deficiencias en la

regeneracion de heridas (Prasad y col., 2003; Black, 2003).

Una revision realizada en 1998 (Rosado, 1998) sobre los estudios
realizados con anterioridad en México sobre las deficiencias de zinc en nifos
de la poblacidn rural, demuestra la importancia de este mineral, principalmente
en las primeras etapas de la vida. Deviniéndose de su deficiencia un aumento
de enfermedades infecciosas, diarrea y posibles alteraciones en el desarrollo
cognitivo. Llegandose incluso a postular la deficiencia de Zn, como un factor
importante en la patogenia de la esquizofrenia (Kornhuber y col., 1994). En el
caso concreto de los nifios, un articulo publicado en The Journal of Pediatrics,
concluia que la gran ventaja de la correccion de la deficiencia de Zn, es que
normaliza la funcién celular en multiples tejidos, mejorando la capacidad del
nifo para combatir estados infecciosos, y no solo determinados
microorganismos; siendo por tanto la correccion de su deficiencia mas eficaz
para la salud publica a nivel mundial, que las vacunas contra organismos

especificos (Hambidge y col., 1999)

La carencia de este mineral, puede estar causada por diferentes
factores, tales como: ingesta insuficiente, problemas en la absorcién intestinal,
o pérdidas corporales excesivamente elevadas, asi como el padecimiento de

diferentes enfermedades (Rubio y col., 2007).

1.5.4.3. COBRE (Cu)

1.5.4.3.1. Introducciéon

El Cu es un elemento traza indispensable para el correcto
funcionamiento del organismo. Esta presente en todos los tejidos del cuerpo
humano en cantidades que oscilan entre 50 y 120 mg (Weisstaub y col., 2008)
y generalmente formando parte de enzimas. Es particularmente importante

para el equilibrio de otros minerales como el Zn o el molibdeno. En el
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organismo desempefa diversas funciones entre las que destaca su papel
protector del equilibrio redox evitando el estrés oxidativo, por su accion como
cofactor enzimatico de la enzima superoxido dismutasa (SOD) citoplasmatica
dependiente de Zn y Cu, asi como su papel en el sistema inmune, sobre la
expresion de numerosos genes y sobre la absorcion de hierro. Es promotor de
la formacion de hemoglobina y glébulos rojos y actua a nivel del sistema
cardiovascular manteniendo la integridad del corazén y como regulador del
metabolismo del colesterol (Saez y col.,, 2010). Es asi mismo, el tercer

elemento traza mas abundante del cuerpo humano (Barceloux 1999).

1.5.4.3.2. El Cu y la salud

El Cu participa en la expresidon de los genes, es cofactor de multitud de
enzimas, como la superoxido dismutasa (CuZn-SOD), de gran importancia en
las defensas antioxidantes, la enzima tirosinasa, necesaria para la sintesis de
melanina en el organismo, asi como de otras muchas enzimas (Rahelic y col.,
2008). Sus funciones se han podido comprender al identificar cupro-proteinas
(cupreinas) y enzimas cobredependientes como las anteriormente
mencionadas, que intervienen en reacciones oxidativas relacionadas con el
metabolismo del hierro, de los aminoacidos precursores de neurotransmisores,
del tejido conectivo y con la destruccion de radicales libres (Weisstaub y col.,
2008).

La toxicidad del Cu ha sido objeto de estudio durante décadas, en
particular en el modelo de la metalotioneina saturada con Cu que al ingresar en
los lisosomas y ser polimerizada de forma incompleta da lugar al Cu reactivo
que junto con el Fe, activan la peroxidacion lipidica en el lisosoma, lo que
causa consecuentemente la necrosis del hepatocito. EI Cu reactivo, participa
por tanto en el dafo hepatico de forma directa o indirecta, a través de la
estimulacion de las células de Kupffer y otras (Klein y col., 1998; Rahelic y col.,
2008); asi mismo, es también muy importante en la fibrogénisis, ya que el Cu
es cofactor de la lisiloxidasa, enzima involucrada en la formacion de los
puentes moleculares en el colageno. Una acumulacién excesiva en el higado y

un incremento en su concentracion promueven la fibrosis hepatica (Sato y col.,
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2005; Rahelic y col., 2008). El exceso de Cu es por tanto altamente toxico y
suele resultar en dafo celular y carcinoma hepatocelular (Eagon y col., 1999;
Lin y col., 2005).

De entre las patologias asociadas a la acumulacion del Cu, destaca la
enfermedad de Wilson, un trastorno autosémico recesivo causado por
mutaciones en el gen ATP7B que producen anormalidad en el metabolismo del
Cu, caracterizado por la acumulaciéon de concentraciones téxicas de este metal
en muchos tejidos y 6rganos, especialmente en el higado, cerebro, rifiones y
ojo. Las manifestaciones clinicas son heterogéneas, al igual que la
presentacion, aunque inicialmente prevalecen sintomas neuropsiquiatricos y
hepaticos (Lopez-Hernandez y col., 2007; Espinoza-Herrera y col., 2010). Esta
asociada con deposicion de Cu en los tejidos, incremento de la excrecién
urinaria de Cu y elevacion del Cu libre. La manifestacion neuroldgica es

comunmente a través de un desorden extrapiramidal (Thackeray y col., 2011).

1.5.4.3.3. Absorcién y biodisponibilidad

El principal aporte de Cu en la dieta procede de cereales integrales,
frutos secos, algunos derivados lacteos y leguminosas (Velasco-Reinold y col.,
2008a). En menor cantidad puede encontrarse también en higado, pescado y
marisco (en las ostras en particular), fruta, verduras, setas y chocolate (Saez y
col., 2010). El agua de bebida contiene generalmente 0,1 mg/L y contribuye a
la nutricion entre un 6-10% de la necesidades diarias de Cu habitualmente; no
obstante se han encontrado niveles mucho mas altos en algunas aguas,
llegando a aportar hasta un 40% del total de los requerimientos (Jiménez-
Serrano y col., 1994).

Los alimentos aportan aproximadamente unos 2 mg/dia si la dieta es
equilibrada. La ingesta media recomendada en la poblacion adulta espafiola es
de 1,1 mg/dia (Velasco-Reinold y col., 2008a,b; Saez y col., 2010).

La absorcion de Cu se produce en el estbmago y duodeno, donde se

une a la albumina para ser transportado al higado, ya que las células hepaticas
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tienen una gran afinidad por esta proteina unida al Cu. Una vez que ingresa al
higado se incorpora con una globulina para formar la ceruloplasmina,
considerada un elemento clave en la movilizacion de Cu en el organismo, ya
que transporta entre un 90-95% del Cu total. Aunque la absorcion es del orden
del 30% del total ingerido, esta se ve disminuida en dietas con altas ingestas de
hierro, molibdeno y zinc (Jiménez-Serrano y col., 1994; Rahelic y col., 2008;
Velasco-Reinold y col., 2008b). El 60% del contenido total en el cuerpo humano
se encuentra en musculo, piel y esqueleto, aunque los érganos con mayor

concentracion son higado y cerebro (Weisstaub y col., 2008).

A la célula, el Cu ingresa mediante dos enzimas transportadoras de Cu,
las ATPasas, ATP7A y ATP7B (Rahelic y col., 2008).

1.5.4.3.4. Déficit de Cu

El diagnéstico de la deficiencia de Cu suele efectuarse mediante su
determinacion en suero (Weisstaub y col., 2008), asi como determinando los
niveles de ceruloplasmina, superéxido dismutasa o citocromo C oxidasa (Sanz-
Paris y col., 2010) y causa patologias como anemia hipocroma microcitica,
neutropenia, hipercolesterolemia, alteraciones éseas, reduccion de gldbulos
rojos, mala cicatrizacién de las heridas, cirrosis hepatica, raquitismo y otras
alteraciones como hemorragias subperidsticas, despigmentacion de la piel y de
los cabellos y formacion defectuosa de la elastina (Jiménez-Serrano y col.,
1994; Saez y col., 2010; Sanz-Paris y col., 2010; Thackeray y col., 2011).

La deficiencia de Cu adquirida causa una deficiencia secundaria de
ceruloplasmina que puede resultar en sobrecarga hepatica de hierro y/o cirrosis
hepatica (Thackeray y col., 2011)

Este déficit es relativamente poco frecuente. Se ha descrito en lactantes
y ninos que se recuperan de un estado de malnutricion con dieta exclusiva de
leche ya que tienen unos depdsitos hepaticos reducidos, asi como en

patologias que cursan con pérdidas cronicas de proteinas como la enfermedad
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celiaca, enfermedad de Crohn, sindrome nefrético o quemaduras intensas
(Grungreiff y col., 2009; Sanz-Paris y col., 2010).

1.5.4.4. MAGNESIO (Mq)

1.5.4.4.1. Introducciéon

El Mg es el cuarto cation mas abundante en el cuerpo humano y el
segundo con mas prevalencia a nivel intracelular (Elin, 1994; Jing y col., 1995;
Koivisto y col. 2002; Turecky y col., 2006).

Mas de la mitad del magnesio del cuerpo humano se concentra en los
huesos y el restante en los musculos y tejidos blandos. EI Mg sérico
comprende menos del 1% del Mg total y su concentracion se mantiene
mediante un estrecho margen por el intestino delgado y el rindbn que aumentan
la fraccién de Mg absorbido en casos de escasez de este elemento (Jing y col.,
1995; Laires y col., 2004).

La concentracion sérica de Mg es uno de los parametros clinicos mas
comunes para la deteccion de desordenes en el metabolismo de Mg (Jing y

col., 1995).

1.5.4.4.2. El Mg y la salud

El Mg, sirve como cofactor a alrededor de 300 enzimas y ademas es
esencial para la salud, participando en el metabolismo de glucidos, lipidos,
proteinas y acidos nucleicos, en la sintesis de transportadores H, y
particularmente en todas las reacciones envueltas en al formaciéon y uso del
Adenosin Trifosfato (ATP), molécula esencial en el metabolismo energético

corporal (Rahelic y col., 2008).

El magnesio interviene también en el control de la bomba Na-K, en la

transmision neruoquimica, la contraccion muscular, el metabolismo proteico y
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el tono vascular (Ruiz-Magro y col., 1999). Este elemento, también actua como
antagonista del calcio. En el sistema neuromuscular reduce la excitabilidad
eléctrica de las neuronas e inhibe la liberacion de acetilcolina por las
terminaciones nerviosas en el musculo y bloquea el efecto de el N-metil-D-
aspartato, un neurotransmisor excitador del sistema nervioso central (Laires y
col., 2004).

Asi mismo, ha sido ampliamente constatado por numerosos estudios,
que la insulina estimula la captacion de Mg celular (Aikawa, 1960; Resnick y
col., 1993).

La IRN (Ingesta Recomendada de Nutrientes) para el Mg segun
FAO/OMS es de 260 mg/dia para adultos de sexo masculino y 220 mg/dia para
el sexo femenino (Garcia-Gabarra, 2006), ingestas que fueron revisadas al alza
por el Instituto de Medicina que fijo las ingestas dietéticas de referencia (DRIs)
para los hombres y mujeres adultos sanos entre 400-420 y 310-320 mg/dia,

respectivamente (IOM, 1998).

1.5.4.4.3. Absorcién y biodisponibilidad

La principal parte del Mg proviene de los alimentos ingeridos.
Aproximadamente un tercio del Mg que se ingiere sera absorbido (Velasco-
Reinold y col., 2010). Las principales fuentes de Mg son los productos lacteos
(20%), cereales (18%), vegetales (16%), pescado y productos carnicos (15%),
legumbres, nueces y productos derivados de la soja (13%) (Jodral-Segado y
col., 2003). El agua puede también llegar a contribuir hasta en un 27% del total
del Mg ingerido en areas donde el agua de consumo es fuerte y sin ablandar
(Jing y col., 1995).

El Mg se excreta principalmente por via urinaria. Alrededor del 30% esta
unido a las proteinas del suero, el 15% en complejos y un 50% se encuentra en
forma ionizada. El Mg unido a proteinas esta principalmente (75%) unido a la

albumina, globulinas a-1 y a-2. La regulacién de sus concentraciones se realiza
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fundamentalmente por la hormona paratiroidea a través de la regulacién en su

reabsorcion tubular renal (Rahelic y col., 2008).

El cuerpo humano adulto contiene aproximadamente 24 g (1 mol) de Mg
celular frente a los 280 mg presentes en fluidos extracelulares (Halpern, 1985).
El esqueleto representa el mayor reservorio de Mg (alrededor del 60% del total)
(Laires y col., 2004).

Varios estudios indican que ademas de la hormona paratiroidea, el
glucagon, la calcitonina y la insulina incrementan la reabsorcion de Mg en el
asa de Henle y el tubulo proximal. Por el contrario, la hipercalcuria y la
hipofosfatemia reducen su reabsorcion tubular. La acidosis metabdlica también

produce un incremento de la excrecion via urinaria del Mg (Laires y col., 2004).

1.5.4.4.4. Déficit de Mg

La deficiencia de este elemento viene habitualmente provocada por
problemas en su absorcion, patologias renales, diuresis excesiva, alcoholismo
cronico, diarrea severa, etc. En particular, el Mg también suele encontrarse
deficitario en patologias como la diabetes mellitus tipo II, ya que se ha
observado cdmo la insulina estimula el consumo celular de este mineral
(Resnik y col. 1993), asi como en el higado graso alcohdlico y no-alcoholico
(Turecky y col., 2006).

Mas concretamente, el déficit primario de Mg se origina por dos
mecanismos etioldgicos: deficiencia y deplecion. La deficiencia, se debe a una
toma insuficiente y la deplecion es debida a la desregulacion de los factores
que controlan el estatus del Mg como la hipoabsorcion intestinal de Mg, la
instilacién urinaria, la reducida absorcidbn y movilizacibn 6sea de Mg,
hiperglucocorticismo, resistencia a la insulina e hiporeceptividad adrenérgica. El
déficit secundario viene como resultado de las patologias anteriormente citadas
(Laires y col., 2004).
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Su principal consecuencia es una alteracion de la excitabilidad muscular,
que se ve aumentada por el incremento de la acetilcolina, razén por la cual la
sintomatologia de su deficiencia suele presentarse con sintomas
neuromusculares. Asi mismo, provoca desérdenes mentales que pueden incluir
confusion y alucinacién y desérdenes cardiacos tales como arritmias (Rahelic y
col., 2008).

En el déficit cronico de Mg, éste se ve reducido a nivel plasmatico y
tejidos, y el Mg 6seo es movilizado para restaurar la magnesemia a niveles
normales (Wallach, 1988; Laires y col., 2004).

1.5.4.5. CALCIO (Ca)

1.5.4.5.1. Introduccion

El Ca, es un cation divalente vital en multitud de procesos biolégicos, se
encuentra presente en diferentes formas y esta involucrado en numerosas
funciones celulares y fisiologicas. Es ademas, el mineral mas abundante en el
cuerpo humano, representando un 40% del contenido mineral total (Palacios
2003). Un 90% del total del cuerpo humano aproximadamente, se encuentra en
forma de moléculas cristalinas y es relativamente soluble, hallandose
principalmente en el hueso y los dientes. EI 10% restante, es soluble y se
encuentra en el citoplasma celular y fluidos extracelulares (Rodriguez y col.,
2002).

Se encuentra implicado en multitud de procesos fisiologicos tales como
la transmisidén nerviosa, la contraccion muscular y la coagulacién sanguinea. A
nivel celular, el Ca desarrolla una importante funcion como segundo mensajero,
con funciones tan fundamentales como el acople excitacidon-concentracion en
las fibras musculares, la comunicacion intercelular, la secrecién, el crecimiento

e inclusive la muerte celular (Ulate-Montero y col., 2006).
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Es considerado por muchos autores como el mineral mas relevante en
los procesos fisiologicos humanos, hasta el punto de que algunos autores lo
consideran “el atomo detonante de los procesos bioldgicos”, deviniéndose esto
de la importancia de los flujos idnicos de Ca en la activacion de diversos
sistemas enzimaticos que involucran incluso los fendmenos de fosforilaciéon y
autofosforilacion, asi como los procesos de transduccidén de la senal,
decodificacidén y activacion de distintos genes, procesos de neurotransmision
de naturaleza sensitiva y motora, integracién de fendmenos tan complejos
como los de recepcion y percepcion de estimulos conscientes e inconscientes,

liberacion de hormonas y parahormonas, etc.,(Mansilla-Olivares, 2004).

1.5.4.5.2. El Ca y la salud

El Ca tiene especial relevancia en la salud del ser humano,
especialmente en etapas de crecimiento, debido a la importancia de su
depdsito a nivel 6seo, asi como a nivel bioquimico para la regulacion de
numerosas respuestas celulares. Siendo, junto al fésforo uno de los principales

componentes del esqueleto (Cabo-Masip y col., 2008; Bellido y col., 2010).

Las recomendaciones en su ingesta durante la gestacion difieren mucho
entre los paises, aun con poblaciones parecidas, con una ingesta relativa a la
mujer que puede oscilar hasta en 1200 mg/dia, debido principalmente a las
diferencias en los promedios de la ingesta de Ca entre paises donde la ingesta
de lacteos es alta o baja, o si las dietas que proporcionan el Ca son
principalmente de procedencia vegetal o animal, teniendo en cuenta que en el
primer caso, existen sustancias que pueden interferir con su absorcion
(Herrera, 2002). La ingesta de nutrientes recomendada para adultos por
FAO/OMS es de 1000 mg/dia (Garcia-Gabarra, 2006). Si bien, debe tenerse en
cuenta que en los diversos ciclos vitales del ser humano hay distintas
necesidades fisioldgicas de Ca, sobretodo en la gestacion y en la adolescencia
donde los requerimientos son mayores, o en los ancianos con estados

carenciales y riesgo de osteoporosis (Herrera, 2002).
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Se han desarrollado numerosos estudios alrededor de la regulacién que
ejerce el Ca*? a nivel mitocondrial como estimulador de la sintesis de ATP asi
como detonante de la apoptosis celular, en lo que puede considerarse un
efecto positivo o negativo atendiendo a su estado; de forma que las variaciones
en la distribucion en los compartimentos intracelulares del Ca*? puede producir

una proteccion de la célula o su muerte fisiologica (Orrenius y col., 2003).

El rol del Ca*? como desencadenante de la muerte celular fue sugerido
por Fleckenstein y col. (1974), que propusieron que la entrada de un exceso de
Ca*® en los miocitos, podria ser el mecanismo subyacente tras la patologia
cardiaca que sucedia en la isquemia (Orrenius y col., 2003).

La desregulacion de la homeostasis del Ca™ mitocondrial esta
reconocida como un factor determinante de ciertas patologias. Por ejemplo, la
sobrecarga de la matriz Ca*? mitocondrial parece llevar a un aumento en la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), desencadenando la
activacién del poro de transicion permeable, la liberacion del citocromo C y en
tltima instancia la apoptosis. El mecanismo molecular por el cual el Ca*? puede
provocar la disfuncion mitocondrial, es aun objeto de diversos estudios y esta

aun por dilucidar (Orrenius y col., 2003; Brookes y col., 2004).

En el miocardio, las modificaciones en la concentracion citosélica del
Ca*? determinan, de manera directa o indirecta, diversas funciones esenciales
como son la génesis y el desarrollo de los potenciales de accién, la regulacién
de la conduccién de los impulsos asi como la misma contraccion, la integridad
celular y la expresion genética, el crecimiento y desarrollo de los miocitos.
Debido a ésto, la alteracion en alguno de los procesos implicados en el manejo
intracelular del calcio, suelen derivar en diversas patologias (Ulate-Montero y
col., 2006).

En los ultimos afios ha sido importante objeto de estudio la relacion del
Ca con la obesidad, atendiendo a la variacion de peso corporal que se ha
observado en diferentes estudios, sobre la base del control que este ejerce

sobre el metabolismo de la grasa. El mecanismo por el cual esto se produce,
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radica en que una dieta baja en calcio conlleva a la disminucion del calcio
sérico, lo que produce un aumento del Ca intracelular en los adipocitos,
resultando en un incremento de la lipogénesis y reduccion de la lipdlisis y por lo
tanto en la acumulacién lipidica en el adipocito. Por lo tanto, una dieta baja en
Ca promueve la adiposidad mientras que una rica en Ca la reduce ( Davies y
col., 2000; Palacios, 2003; Zemel y col., 2004). Si bien, se requiere aun de mas
investigacion al respecto, pues al ser la ganancia de peso multifactorial, son
necesarios mas estudios que aislen especificamente la importancia del Ca
como factor diferencial en la ganancia de peso de otros factores de la dieta que
pudieran estar implicados (Davies y col., 2000), ademas de que existe cierta
controversia en lo referente a la relacion ingesta de Ca — pérdida de peso, que

algunos autores califican de inconsistente (Santamaria, 2011).

1.5.4.5.3. Absorcion y biodisponibilidad

El consumo de Ca, varia segun los paises y su origen, que puede ser
fundamentalmente animal (leche y derivados lacteos) o vegetal. En general, los
productos lacteos son la principal fuente dietética de Ca (Jodral-Segado y col.,
2003). Concretamente en los paises europeos, el 60-70% de los aportes de Ca
provienen de los lacteos y solamente unos 300 mg diarios provienen de otros

alimentos (Garcia-Vadillo, 2011).

La vitamina D es uno de los principales factores reguladores del
metabolismo calcico junto con la PTH (parathormona) (Bellido y col., 2010) y la
calcitonina; la vitamina D puede ser tanto de origen endégeno como exégeno.
En ambos casos, se trata de provitaminas metabdlicamente inactivas que
deben sufrir una serie de procesos de hidroxilacion hasta llegar al producto
metabdlicamente activo, el calcitriol, esencial tanto en la absorcién de Ca como
la maduracion de las fibras de colageno de la matriz ésea, ademas de la
calcificacion del hueso (Masip y col., 2008). Esta vitamina, aumenta la

absorcion de Ca a nivel intestinal en un 30-40% (Paya, 2009).

Existen varios factores dietéticos que influyen en la absorcién de Ca, que

se produce a nivel intestinal. Asi, por ejemplo existen controversias en cuanto
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al efecto que tiene el fosforo sobre la absorcion de Ca y durante afios se ha
recomendado que su ingestion, no exceda a la del Ca, intentando mantener
una relacion 1:1 (calcio : fosforo) (Herrera, 2002; Velasco-Reynold y col., 2010).
En los casos de deficiencia de Ca, asi como en lactantes, se recomienda
aumentar la proporcion, a 1,5:1 (Vasquez-Garibay, 2008). Las dietas que
derivan el Ca de alimentos vegetales principalmente, pueden tener compuestos
que interfieren con su absorcion y reducen su biodisponibilidad (Herrera, 2002),
como los filatos que favorecen la formacion de complejos insolubles de Ca
impidiendo asi su absorcién, asi como la fibra dietética que favorece su
excreccion fecal. Es por ello, que en las dietas ricas en vegetales y pobres en
lacteos, como por ejemplo los modelos dietéticos de Sudamérica, suelen tener
unos requerimientos mayores de Ca, al estar este disminuido en su absorcion
(Méndez y col., 2000).

1.5.4.5.4. Déficit de Ca

Durante la infancia, el déficit de Ca o hipocalcemia, definida como una
disminucion de Ca plasmatico por debajo de 8,5 mg/dl (Santamaria, 2011),
impide una correcta mineralizacion del esqueleto. Si este déficit progresa, se

produce raquitismo en los nifios y osteomalacia en adultos (Paya y col., 2009).

Este déficit, puede aparecer por varios motivos, como la insuficiencia
renal, el cancer de mama y proéstata, el raquitismo o por el bajo aporte de la
dieta (Santamaria, 2011). Estudios realizados con anterioridad, indican que un
alto porcentaje de la poblacion no alcanza los requerimientos de calcio con la
dieta (Bischoff-Ferrari y col., 2009). Estos porcentajes se ven incrementados en
ancianos, mujeres pos-menopausicas y pacientes con fractura de cadera
(Garcia-Vadillo, 2011).

En definitiva, el Ca es un elemento esencial e insustituible en la salud
0sea. La carencia aguda del mismo, ocasiona un balance metabdlico negativo
e indirectamente un incremento de la reabsorcion 6sea por aumento de la
parathormona (Nordin, 1997; Garcia-Vadillo, 2011). A este aumento de la

reabsorcidn, si la carencia es acusada, se afiade un retraso de la formacion y
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mineralizacion, produciéndose pérdidas de masa 6sea del 1-3% (Nordin, 1997).
En las personas con baja ingesta cronica de Ca el remodelado o&seo
permanece aumentado y la formacién 6sea disminuida por un aumento de la
supervivencia de los osteoclastos y un descenso de la misma en los
osteoblastos (Garcia-Vadillo, 2011).

El tratamiento de este déficit se basa en la normalizacion de los niveles
de Ca mediante el uso de suplementos de Ca en la mayoria de los casos, y en

la correccién de la causa subyacente (Santamaria, 2011).

En la actualidad, no esta recomendada la administracion de suplementos
de Ca a la poblacion sana, debido a que se carece de evidencias que
demuestren su eficacia preventiva de las fracturas y porque existe cierta
controversia sobre si  podrian aumentar el riesgo cardiovascular o por el
contrario, ejercer un efecto protector sobre el mismo (Garcia-Vadillo, 2011;
Santamaria,2011).
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Il. OBJETIVOS
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En los pacientes con CH se produce de forma asociada a la patologia,
bien como causa, o consecuencia derivadas de la misma, un desequilibrio que
compromete el estado nutricional afectando a multiples nutrientes. Se sabe que
en la CH se produce un incremento de la peroxidacién lipidica y una des-
regulacion del metabolismo corporal al verse afectada una parte considerable

de los hepatocitos cuya capacidad funcional se ve claramente mermada.

Por otro lado existen diferentes métodos de evaluacion del grado de
severidad de la patologia cirrética uno de los cuales, el indice de Child-Pugh,
fue definido a partir de las investigaciones llevadas a cabo por 2 grupos de
investigadores que le han conferido el nombre actual. Hasta el momento y
segun la informacion de la que disponemos no se han realizado estudios que
correlacionen de forma especifica la influencia del grado de severidad de la
patologia estimada a través del indice de Chid-Pugh con los niveles séricos de
Mg, Ca, Cu, Zn y Se como minerales cuya regulacion homeostatica corporal es
muy estrecha dada su importante implicacion en el equilibrio metabdlico

corporal asi como en el metabolismo integral.

Por todo ello y como hipoétesis de partida del estudio, estableciendo que
la propia patologia influye en los niveles séricos de estos minerales,
pretendemos ademas demostrar que el aumento del grado de severidad
determinado mediante el indice de Child-Pugh altera el equilibrio sérico y
regulacion homeostatica en el mismo de los minerales ensayados (Mg, Ca, Cu,
Zn y Se). Como segunda hipdtesis se establece que las complicaciones
asociadas a la CH, el éxitus, la edad, el sexo o el trasplante de higado pueden
alterar igualmente la regulacion homeostatica corporal de estos minerales en el

suero sanguineo en los pacientes con CH.

Por todo ello nos planteamos los siguientes objetivos en el disefio del

presente estudio:

1.- Puesta a punto de las técnicas analiticas de espectrometria de

absorcién atémica (EAA) para la determinacion de los niveles

58



séricos de Mg, Ca, Cu y Zn por atomizacion a la llama (EAA-LL) y de
los de Se por atomizacion con generacion de hidruros (EAA-GH).

Determinacion de los niveles séricos de Mg, Ca, Cu, Zn y Se en
pacientes con cirrosis hepatica y en los controles sanos

seleccionados.

Evaluacion del indice de severidad de la CH en los enfermos
mediante el indice de Child-Pugh a fin de determinar su influencia en

los niveles séricos de Mg, Ca, Cu, Zny Se.

Diagndstico y clasificacion de las complicaciones asociadas a la

cirrosis hepatica en los enfermos.

Evaluacion de la influencia que las complicaciones asociadas a la
CH, el éxitus, la edad, el sexo o el trasplante de higado ejercen en la
regulacion homeostatica corporal de Mg, Ca, Cu, Zn y Se en el suero

sanguineo de los pacientes con CH.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL
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En el estado actual de la totalidad de las técnicas analiticas, la
espectrometria de absorcion atomica es la que esta reconocida como una de
las mas adecuadas (sensibilidad, rapidez, exactitud y precision) para el analisis
concreto de elementos traza (Caurant, 1994). Sin embargo, la deteccion y
cuantificacidon de los elementos en cantidades traza son muy delicadas por los
riesgos de contaminacion secundarios o de pérdida existentes tanto durante el
pretratamiento de la muestra, como durante el analisis (Navarro, 1991). Por
todo ello, el analista debe esforzarse en minimizar los errores a todos los
niveles y asegurarse de la calidad de sus analisis mediante el empleo de
controles internos (muestras de referencia) y externos (ejercicios de calibracidn
interlaboratorios). Asi mismo, y en el propio laboratorio de analisis también
deben ejercerse controles peridodicos como por ejemplo a lo largo de dias
diferentes, para ver si como consecuencia de ellos se producen o0 no

modificaciones en las medidas de las caracteristicas analiticas del método.

lll.1. MATERIAL

lll.1.1. APARATOS

e Lampara de catodo hueco de Ca-Mg Perkin Elmer.

e Lampara de catodo hueco de Cu, Perking Elmer.

e Lampara de catodo hueco de Se, Perking Elmer.

e Lampara de catodo hueco de Zn Perking, Elmer.

e Sistema Milli-Q de obtencion de agua de grado reactivo Waters,
mod. R015 (Waters, Medford, USA).

e Espectofotdmetro de absorcion atomica Perkin ElImer 1100 B
equipado con un Generador de Hidruros Perkin-Elmer mod.
MHS-10 (Alemania).

e Placa de mineralizacién Multiplaces Selecta (Barcelona, Espafia).

e Balanza de precisién Mettler AE-200.

e Campana de gases Burdinola.

e Estufa de desecacion Selecta, mod.210.
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e Congelador Ariston.
e Autoanalizador HITACHI 917 (Roche).
e Lipocaliper Lange (Cambridge Scientific Industries).

e Centrifuga Jovan, Mod. C312 (Saint Nazaire, Francia).

ll.1.2. MATERIAL

e Recipientes de polietileno.
e Tubos de polietileno cristalino, provistos de cierre hermético.
e Material de vidrio de calidad contrastada.

e Guantes desechables.

Todo el material a emplear se lava varias veces con agua destilada, y
posteriormente se mantiene en una disolucién de acido nitrico al 30% durante
24 horas. A continuacién se enjuaga abundantemente con agua desionizada y
se seca a temperatura ambiente en el caso del material aforado o de
polietileno, o bien en estufa a 90-100°C, para el material de vidrio restante.
Finalmente se almacena en lugar limpio, seco y apartado de posibles

contaminaciones hasta su empleo (Jiménez y col.,1984; Laserna, 1985).
El agua empleada, que debe tener una resistividad inferior a 18

megaohms/cm, debe estar constantemente monitorizada. En todo momento se

deben usar guantes desechables (Savoir y Wills, 1992).

l11.1.3. REACTIVOS Y DISOLUCIONES

l.1.3.1. REACTIVOS

Todos los reactivos utilizados han sido de calidad analitica:

e Agua bidestilada de grado reactivo (Milli-Q).
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e Acido clorhidrico 25% p/v. Merck.

e Acido nitrico 65% p/v. Merck.

e Acido perclérico 60% p/v. Merck.

e Oxido de lantano 99.99% (para absorcion atémica), AA (USA).
Patrén de referencia estandar con un contenido certificado en Se
[Trace Metal Serum Control A level |I CRM 0148, Kaulson
Laboratories Inc. Contox® (New Jersey, USA)].

e Patrdn de referencia certificado en Zn y Cu [Contox Trace Serum
Metal Control A Level |, Kaulson Laboratories Inc. (NJ, USA)].

e Patron de referencia estandar con un contenido certificado en
Ca, Mg, Zn y Cu (Certified Refernce Material Human Serum
Chengdu Shuyang Medition Factory, Chengdu, China; National
Research Center for CRM"1, Beijing, China, United Analysis and

Measurement enter of Sichnan,Chengdu, China).

l11.1.3.2. DISOLUCIONES

e Disolucion estandar de Ca de 1000 mg/I (Tritisol, Merck).
e Disolucion estandar de Mg de 1000 mg/I (Tritisol, Merck).
e Disolucion estandar de Zn de 1000 mg/I (Tritisol, Merck).
e Disolucion estandar de Cu de 1000 mg/I (Tritisol, Merck).
e Disolucion estandar Se de 1000 mg/I (Tritisol, Merck).

El resto de las disoluciones de los estandares se prepararon por dilucién a

partir de éstas.

e Disolucién de HNO3-HCIO4 (4:1).
e Disoluciéon de cloruro de lantano (LaCls 1% p/v): se pes6 una
cantidad determinada de La»Os, y tras adicionar unos ml de HCL

25% se diluyd con agua bidestilada.
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lll.1.4. MUESTREO

Las muestras de sangre y los sueros correspondientes fueron recogidas
en un numero de 93 pacientes con cirrosis hepatica (39 mujeres y 54 hombres,
con una edad media de 41,6 + 16,6 afos) y contrastada frente a las de 30
adultos sanos (13 mujeres y 17 hombres, con una edad media de 40,7 + 18,8
afios) como controles, por el Servicio de Analisis Clinicos en colaboracion con
el Servicio de Digestivo del Hospital Virgen de las Nieves de Granada.
Previamente se informé al Comité de Etica del Hospital de la realizacién del
estudio, que procedioé a la concesion del permiso necesario para la ejecuciéon
del mismo. Con antelacion se obtuvo, previa informacion de los objetivos y
caracteristicas del estudio, un consentimiento firmado por los participantes en

el mismo.

Las muestras de sangre obtenidas para los enfermos con la patologia
objeto de este estudio (CH) fueron recogidas previa revision de los diagndsticos
clinicos de los pacientes de ambos sexos, que acuden al Servicio de Digestivo

de este Hospital.

De forma global en la siguiente tabla (tabla 6) se detallan adicionalmente
al tipo de CH los distintos factores considerados en el presente trabajo, a fin de
estudiar su posible influencia en los niveles de los diferentes minerales (Se, Ca,
Mg, Cu y Zn) determinados en las muestras sréricas de los enfermos

considerados en el presente estudio.
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TABLA 6. Factores y unidades incluidas en éstos, cuya influencia sobre

las variables consideradas (niveles séricos de Mg, Ca, Cu, Zn y Se) hemos

estudiado en el presente trabajo.

FACTORES
Sexo
Trasplante hepatico
Exitus

Grupo de edad (afios)

Complicaciones

Severidad de la patologia segtin el
indice Child-Pugh (ICP)

UNIDADES
Hombre (1), mujer (2)
Si (1), No (2)
Si (1), No (2)
>30 (1 A), 31-50 (2 B), 251 (3 C)

En el pasado: HDA (varices)(1),
ascitis(2), encefalopatia(3),
bacteriemia-sepsis(4).

En el ingreso actual: HDA (varices)(1),

ascitis(2), encefalopatia(3),

bacteriemia-sepsis(4).

ICP A/1 (pacientes con la cirrosis bien

equilibrada, con un valor de ICP entre

5-6); ICP B/2 (pacientes con cirrosis

severa con alteracion funcional
significativa, con un valor de ICP entre
7-9); ICP C/3 (pacientes con la cirrosis
muy desequilibrada, con un valor de
ICP entre 10-15).

I11.1.4.1. IDENTIFICACION Y CODIFICACION DE LAS MUESTRAS

Para la identificacidén y posterior cuantificacion de las muestras de los

individuos con CH, se confecciond una ficha en una base de datos, en la que

cada muestra tenia un cdédigo unico que contaba de 10 digitos en funcion de la

informacion disponible.
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l11.1.4.2. EXTRACCION, CONSERVACION Y TRANSPORTE

Las muestras de sangre fueron obtenidas en ayunas de mas de 8 horas
a través de venopuncion en las venas basilica y cefalica del antebrazo, en
tubos sin anticoagulante, para obtener suero, con separador de gelosa y
calibrados con vacio para obtener 5 c.c. de sangre total. Los tubos de
extraccion, después de que se produjera la coagulacién espontanea de la
sangre, fueron centrifugados a 3000 x g, durante 10 minutos. Para su
conservacion, se procedid a la obtenciéon de una alicuota de 1 ml de suero
aplicandole el cddigo identificativo correspondiente. Las muestras de suero
fueron congeladas a —25° C hasta el momento del transporte al Departamento
de Nutricién y Bromatologia de la Facultad de Farmacia de la Universidad de
Granada. El transporte se realizoé respetando el estado de conservacién y sin
que en ningun momento se perdieran las condiciones de almacenamiento

antes mencionadas.

lI.1.5. MATERIAL INFORMATICO

Se ha usado el procesador de textos Word en su versiéon Windows 2000
y XP.

El programa utilizado para el estudio estadistico de los resultados ha

sido el SPSS version 15.0 para Windows.
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Il.2. METODOS

111.2.1. CALIBRACION

Al igual que otras técnicas analiticas, la espectroscopia de absorcion

atomica (EAA) requiere un proceso de calibracion.

En el presente trabajo, se han percibido interferencias de matriz en la
determinacion de selenio y calcio, por lo que se ha empleado el procedimiento
de adicion de patrén (adicion-calibracion) en la medida de cada una de estos
minerales. Se ha comprobado que las pendientes de las ecuaciones de la recta
correspondientes, eran distintas a las de la recta de calibracion lineal obtenida
de las disoluciones estandares de ambos elementos (Tabla 7).

TABLA 7. Valores de los parametros de las ecuaciones de las rectas de
calibracion lineal y de adicién calibracion para la determinacion de Se, Ca,
Mg, Zn y Cu en muestras de suero: comparacion estadistica de las

pendientes (Absorbancia= a + b [Elemento])

ELEMENTO RECTA DE RECTA DE ADICION
CALIBRACION LINEAL CALIBRACION

a (ordenada b (pendiente) | a(ordenada en |b (pendiente)

en el origen) el origen)

Calcio (ppm) -0,0028 0,0728 0,1015 0,0976 | <0,05 (SS)°

Selenio (ppb) -0,0008 0,0256 0,0137 0,0008 <0,05 (SS)*

Magnesio 0,0030 0,984 0,220 0,988 >0,05 (SS)b

(ppm)

Cobre (ppm) - >0,05 (SS)°

Zinc (ppm) - >0,05 (SS)°

a: Existen diferencias estadisticamente significativas

b: No existen diferencias estadisticamente significativas

Para la medida del Mg, Cu y Zn, y una vez comprobado que no existian

interferencias de matriz en las muestras de suero, se utilizo el procedimiento de
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calibracion lineal mediante el establecimiento de las correspondientes rectas
patron de Mg, Cu y Zn, resultantes de la correlacion de las lecturas de
absorbancia obtenidas en el espectrofotometro con las concentraciones de

estos elementos en las disoluciones estandar preparadas respectivamente.

I11.2.1.1. PREPARACION DE LAS RECTAS DE CALIBRADO

A partir de las disoluciones estandar de 1000 ppm de los distintos
elementos determinados (Se, Mg, Zn, Ca y Cu) se prepararon por disoluciones
sucesivas con agua bidestilada o HCI al 0,5% en agua bidestilada para el Se,

las disoluciones de diferentes concentraciones en estos elementos.

Todas las disoluciones se prepararon en el momento de proceder a la
medida. De igual forma, se midieron previamente los correspondientes blancos,
que conteniendo todos los reactivos utilizados se sometieron a todo el

procedimiento analitico empleado en las muestras.

En este procedimiento de calibracion se representa la medida
espectrofotométrica de la absorbancia expresada en altura de pico frente a la
concentracion del analito representado por cada uno de los minerales

analizados en las disoluciones seriadas para éstos.

1l.2.1.2. APLICACION DEL METODO DE ADICION DE PATRON

Para comprobar el efecto de Ila matriz sobre las senales
correspondientes al Se, Mg, Zn, Ca y Cu, se aplicé el método de adicién de
patron. A continuacion se sefalan las condiciones en las que se llevé a cabo

este método.

En el caso del Mg y Ca se tomaron 5 alicuotas del mismo volumen de
suero de 0,025 ml, y se dispusieron en tubos de ensayo de 2 ml ubicados en

diferentes gradillas. A continuacién se adicionaron 0,200 ml de LaCl; a cada
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una de dichas alicuotas, con cantidades crecientes de las disoluciones patron
de estos elementos, procediendo de la siguiente forma: a la primera no se le
agrego disolucién patréon de Ca o Mg, mientras que a las 23 32, 42 y 52
alicuotas se les fueron afadiendo cantidades crecientes de disoluciones patron
de Mg (1 ppm) y de Ca (10 ppm). Previa dilucion con H,O bidestilada hasta un
volumen final de 2 ml, se procedid a la determinacion del contenido de Mg o Ca

utilizando la técnica correspondiente.

Las concentraciones de Mg y Ca que se adicionaron a cada muestra
estuvieron en funcién de los niveles presentes de dichos elementos en las

mismas.

Para el Cu y el Zn se procedié de igual forma, tomandose 5 alicuotas de
0,400 ml de suero, a las que mas tarde se adicionaron cantidades crecientes
de las disoluciones patron de Cu (1ppm) y Zn (1 ppm) comprendidas entre
0,100-0,400 ppm para ambos elementos, antes de diluir con H,O bidestilada

hasta el volumen final.

En el caso del selenio, se tomaron las 5 alicuotas de 0,200 ml de suero,
a las que tras ser sometidas al procedimiento de mineralizacion y reduccién se
les adicionaron cantidades crecientes de la disolucion patron de Se (100 ppb)
comprendidas entre 1,0-4,0 ppb antes de diluir hasta el volumen final y
determinar el contenido de selenio mediante la técnica de EAA-GH.

l1l.2.2. FASE PREINSTRUMENTAL

Il.2.2.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SUERO PARA EL
ANALISIS DE SELENIO, ZINC, COBRE, MAGNESIO Y CALCIO

Para el Mg y Ca, se tomaron 0,025 ml de suero homogeneizado que
fueron diluidos a 2 ml con H,O Milli-Q previa adiciéon de LaCl, para modificar la

matriz (Gamez y col., 1997). La disolucién analitica con los analitos disueltos
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(Mg y Ca), fue aspirada directamente en la llama de aire acetileno del
espectrofotdmetro facilitando de esta forma la atomizacion de los compuestos
de los que forman parte el Mg y Ca en la matriz bioldgica, para la obtencion de
estos elementos en su estado fundamental (Mg® y Ca°), los cuales se sitian
por encima de la cabeza del mechero absorbiendo parte de la radiacién de la
lampara de catodo hueco de estos elementos. Tras este paso se midieron las
absorbancias, que fueron funcidn de las concentraciones existentes en las
muestras. Las absorbancias medidas se contrastaron frente a la recta de
calibracion lineal para el Mg (con patrones comprendidos entre 0,050-0,500
ppm) y la recta de adicidn calibracion por el efecto de matriz observado par el
Ca (con patrones comprendidos entre 0,250-1,000 ppm).

Para el Cu y el Zn (Figura 1), se tomaron 0,400 ml de suero en un tubo
Eppendorf (Reyes-Pérez, 2001) que fueron diluidos en una proporcion (1:5) con
agua Milli-Q. Las diluciones analiticas obtenidas fueron aspiradas de forma
directa a las llama de aire-acetilieno de EAA. Las absorbancias que se
obtuvieron fueron contrastadas frente a las curvas de calibracion lineales para
ambos elementos, obtenidas para diluciones patron distintas de estos
elementos comprendidas entre 0,050-0,700 ppm para el Cu, y 0,100-0,800 ppm

para el Zn y, diluidas en glicerina al 5% en agua Milli-Q.
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FIGURA 1. Modelo operatorio para la determinacién de Cu y Zn en

muestras de suero

0,400 ml suero en tubo

Eppendorf

l

Dilucién 1:5 con H,O Milli-Q

l

Disolucion analitica
Aire-Acetileno (900 °C)
EAA (LCH Cu; LCH Zn)

ll.2.2.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SUERO PARA EL
ANALISIS DE SELENIO

Para la determinacion de selenio la técnica que se empled (Figura 2)
(Navarro y col., 1995) consistié en una mineralizacion de la muestra de suero
con 1,00 ml de una solucion de HNO3; concentrado y HCIO,4 concentrado (4:1) y
calentamiento a 110°C. Posteriormente, tras enfriar la muestra asi obtenida y
adicionar HCI concentrado, se calenté a 80°C, para la reduccién del Se®* a
Se**. Tras este paso previo, la muestra reducida se diluyé con una disolucién
de HCI al 0,5% (v/v) obteniéndose la disolucion analitica con el analito disuelto
(Se*).

Para la determinacidon del contenido de Se en la muestra de suero, se

dispusieron los 10 ml de disolucion analitica en el vaso de reaccion. Tras la
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disposicion de éste en el sistema de generacion de hidruros del
espectrofotdmetro, se hizo pasar a través de la disolucion analitica el gas
portador (argon), el cual, previamente habia pasado por el recipiente que
contiene la disolucion reductora de NaBH4 al 3% (p/v) en NaOH al 1% (p/v).
Este reductor facilit la reduccion de Se** a Se? para asi formar el seleniuro de
hidrégeno (H.Se), el cual, dado su caracter volatil, fue transportado por la
corriente gaseosa hasta la célula de cuarzo, calentada sobre una llama de aire-
acetileno. A 900°C se garantiza la ruptura de los enlaces de la molécula (H.Se)
liberandose el Se al estado elemental (Se°), el cual se interpone en la radiacion
procedente de la lampara de catodo hueco (LCH) de Se de la que va a
absorber una cantidad proporcional a la poblacién atomica existente en la
célula de cuarzo, que a su vez es proporcional a la concentracion del analito en
la muestra problema (Figura 2). Esta absorbancia, se correlaciona con la
concentracion de selenio en la muestra problema a través del método de

adicion patron.
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FIGURA 2. Modelo operatorio empleado en la determinacion del contenido

en selenio en muestras de suero humano

0,200 ml Suero homogeneizado
HNO;-HCIO4 (Calentamiento)

l

Muestra mineralizada HCLcc

Calentamiento

Muestra Reducida
Dilucion con HCI 0,5%

l

Disolucion Analitica

Vaso de Reaccién
L.C.H de Selenio
Llama de Aire-Acetileno
Medida mediante EAA-GH

74



111.2.3. FASE EXPERIMENTAL.

111.2.3.1. MEDIDA DEL SELENIO, ZINC, COBRE, MAGNESIO Y CALCIO POR

EAA A LA LLAMA.

A continuacion se detallan las condiciones instrumentales de medida del

Mg, Ca, Cu, Zn y Se segun se recoge en la tabla 8.

TABLA 8. Condiciones instrumentales de medida del Mg, Ca, Cuy Zn
mediante EAA-LL y del Se por EAA-GH

PARAMETROS Mg Ca Cu Zn Se
Técnica (EAA) EAA-LL EAA-LL EAA-LL EAA-LL |EAA-GH
Fuente radiacién Cu-Ni-Mn-

(LCH) Ca-Mg Ca-Mg or Zn Se
ILongitud de onda 285,2 nm 4227 nm 324,7 nm 213,9 nm 196,0 nm
IResqucién de rendija 0,7 nm 0,7 nm 1,0 nm 1,0 nm 2,0 nm
Ilntensidad corriente 10 mA 10 mA 5mA 3 mA 11 mA

N° determinaciones 4 4 4 4 3

Retraso de seiial 00s 00s 00s 0,0s 4s

Tiempo de

integracion 10s 10s 1,0s 10s 8s

Llama: aire-etileno Si Si Si Si Si

Flujo de aire 8,0 I/min. 8,0 I/min. 8,0 I/min. 8,0 I/min. 11,5 I/min.

Flujo de acetileno 2,5 l/min. 2,5 I/min. 2,5 l/min. 2,5 l/min. 2,5 l/min.

T? de atomizacién 900° C 900° C 900° C 900° C 900° C

Reductor

NaBH, al 3%

en NaOH 1%
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ll1.2.3.2. CARACTERISTICAS ANALITICAS DEL METODO DE
DETERMINACION DE SELENIO, ZINC, COBRE, MAGNESIO Y CALCIO

El estudio de las caracteristicas analiticas permite una evaluacion de la
validez de los métodos empleados y su puesta a punto para la matriz problema.

Incluyendo:

Sensibilidad.
Selectividad.

Limite de deteccion.
Exactitud.

Precision.

moowp»

A) SENSIBILIDAD

Puede definirse como la concentracién absoluta del elemento que
produce un 1% de absorcion vy equivale a 0,0044 unidades de absorbancia.
También se la denomina “concentracion caracteristica” y delimita la zona de
trabajo al preparar la linea de calibrado. Se deduce a partir de medidas
repetitivas de la absorbancia producida por un patrén de concentracion

determinada.

Para expresar la sensibilidad como masa caracteristica (m¢), es decir, la
masa de analito en nanogramos que genera una sefal de 0,0044 unidades,

basta con aplicar la siguiente formula:

V x Cx0,0044
A

Siendo:

V: volumen de la alicuota.

C: concentracion de analito en la solucion.

A: medida de absorbancia obtenida.
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En la tabla 9., se indican los valores de sensibilidad obtenidos en el
presente estudio.

TABLA 9. Valores de sensibilidad para las determinaciones de Mg, Ca, Cu,

Zn y Se en suero humano

ELEMENTO SENSIBILIDAD COMO M¢
Magnesio 55 ng
Calcio 48 ng
Cobre 77 ng
Zinc 15 ng
ISeIenio 2,09 ng I

B) SELECTIVIDAD

La selectividad de los métodos de determinacién de Mg, Ca, Cu, Zny Se
fue comprobada mediante el método de adicion de patron (método de adicion-

calibracion).

Para la determinacion del Mg, Cu y Zn, las ecuaciones de la recta
correspondientes a la adicién de estos elementos en las muestras problema y
las obtenidas para los correspondientes patrones en medio acuoso, determinan
que los valores de las pendientes son muy proximos y no son estadisticamente
diferentes entre si. Esto establece la no existencia de interferencias de matriz
(Tabla 7). Contrariamente, para el Se y el Ca si se observa la existencia de

interferencias matriz
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C) LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccion de un procedimiento analitico se puede definir
como la menor concentracion C., o cantidad Q. que puede ser detectada en

una disolucién problema con una seguridad razonable, y se calcula utilizando la

expresion:

KXSBL

Donde:

m = Sensibilidad analitica (pendiente de la recta de calibrado)

SgL = Desviacion standard de las medidas de absorbancia de al menos siete
disoluciones de referencia preparadas siguiendo el mismo procedimiento
analitico.

K = Coeficiente de probabilidad de que una medida de la absorbancia sea
debida a la presencia del analito en la disolucion problema, y no a fluctuaciones
del blanco (AL > Amed (8L) + K - SgL), siendo A la absorbancia limite y Aned (gL)la
absorbancia media del blanco. Un valor de K = 3 permite un nivel de confianza
del 99,86% (Long y Winefordner, 1983).

El concepto de Limite de deteccion, fundamentado en el tratamiento
estadistico del analisis del blanco o disoluciones de referencia, fue adoptado
por la LU.P.A.C. en 1975 (IUPAC, 1978) y por el ACS en el aho 1980 (ACS,
1980).

También se usa el concepto de Limite de cuantificacion, que
corresponde a una cantidad superior, lo que hace que el error debido al ruido
de fondo del aparato o técnica sea minimo; se establece como diez veces la

desviacion estandar.
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Para calcular el limite de deteccién en las medidas, se prepararon 10

blancos, segun el procedimiento recomendado (Long y Winefordner, 1983), y

se midieron sus absorbancias (Tabla 10).

TABLA 10. Valores del limite de deteccion para las determinaciones de

Mg, Ca, Cu, Zn y Se en suero humano

ELEMENTO LIMITE DE DETECCION
Magnesio 9,42 ppb

Calcio 110,0 ppb

Zinc 11,6 ppb

Cobre 3,1 ppb

Selenio 0,143 ppb

D) ESTUDIO DE LA EXACTITUD DEL METODO

La exactitud puede definirse como la proximidad entre el valor obtenido y

el valor verdadero. Su calculo nos permite comprobar que no se producen

pérdidas ni contaminaciones durante el proceso seguido. Su determinacion se

puede llevar a cabo mediante:

a.

El empleo de patrones con contenidos de analitos (Mg y Ca)

certificados por estudios de calibracién interlaboratorios.

Estudios de porcentaje de recuperacion de muestras tras la
adicion de cantidades conocidas del elemento a determinar
desde una disolucion patron de mineral, a varias fracciones
iguales de una misma muestra y posterior sometimiento al
procedimiento analitico completo. De esta manera, las
cantidades del elemento determinadas en las muestras
adicionadas se comparan con los valores resultantes de la suma
de los niveles medios del mismo en la muestra sin adicionar y de

las cantidades absolutas afadidas. Por tanto:
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% Recuperacion = (A/B) x 100

Donde:

A = cantidad en mg del elemento, determinada en
las muestras adicionadas con analito a partir de una

disolucién patron de este.

B = cantidad en mg del elemento correspondiente al
contenido de las muestras mas la cantidad
adicionada.

c. La comparacion de métodos, herramienta eficaz para la
investigacion de la exactitud, donde los analisis de muestras
independientes se comparan entre un método y otro considerado

de referencia (Poppe y Baklok, 1989).

a) Contraste con patrén certificado

En el presente trabajo se realizaron estudios con tres materiales de

referencia, certificados en Mg, Ca, Cu, Zny Se.

Una vez reconstituidos los sueros, se prepararon 10 fracciones de igual
volumen de los estandares certificados, y se sometieron a los procedimientos
analiticos de mineralizacion y determinacion de Mg, Ca, Cu, Zn y Se. El valor
medio que se obtuvo para cada determinaciéon, se comparé con el

correspondiente valor certificado (Tabla 11).
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TABLA 11. Evaluacion de la exactitud del método mediante el empleo de

diversos patrones certificados para la determinacién de Mg, Ca, Cu, Zny

Se en suero

MATERIAL DE REFERENCIA

ELEMENTO Contox trace serum Serum metal control | CRM human serum
metal CRM 0148 A level 1 Chengdu Suyang
China
Magnesio

Determinado - - 21,1+0,7
Certificado - - 20,4 +0,8
Calcio (mgl/l)

Determinado - - 846 +6,5
Certificado - - 85,5+5,3
Cobre (mg/l)

Determinado - 0,916 +/- 0,016 1,032 + 0,075
Certificado - 0,900 +/- 0,075 1,050 + 0,090
Zinc (mg/l)

Determinado - 0,789 +/- 0,042 1,028 + 0,283
Certificado - 0,800 +/- 0,060 1,030 + 0,230
Selenio (ug/l)

Determinado 156,0 + 11,9 - -
Certificado 150,0 + 6,0 - -
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b) Calculo del porcentaje de recuperacion

Para su realizacion se eligieron al azar dos muestras para cada uno de

los minerales. Se adicionaron cantidades crecientes de los elementos desde

las soluciones patrén de trabajo y se sometieron al procedimiento analitico

empleado. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 12 y 13.

TABLA 12. Calculo del porcentaje de recuperacion para la determinacion

de Mg, Ca, Cu y Zn en dos muestras de suero humano.

ELEMENTO |CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD % RECUPER.
PRESENTE |ADICIONADA [ENCONTRADA | MEDIO +/- DE
(mg) (mg) (mg)

Magnesio 0,448 0,000-0,325 0,448-0,773 100,26 +/- 0,61
0,392 0,000-0,325 0,392-0,708 99,35 +/- 0,83

Calcio 2,243 0,000-2,400 2,243-4,944 101,10 +/- 3,64
1, 603 0,000-2,500 1,603-4,107 98,98 +/- 1,03

Cobre 0,253 0,000-0,200 0,253-0,450 99,35 +/- 0,63
0,288 0,000-0,200 0,286-0,495 98,87 +/- 0,85

Zinc 0,422 0,000-0,600 0,422-1,026 100,18 +/-0,21
0,334 0,000-1,000 0,334-1,412 102,6 +/-4,30

TABLA 13. Calculo del porcentaje de recuperacion para la determinacion

de Se en dos muestras de suero humano

ELEMENTO

CANTIDAD
PRESENTE

(ng)

CANTIDAD
ADICIONADA

(ng)

CANTIDAD
ENCONTRADA

(ng)

% RECUPER.
MEDIO +/- DE

19,28
27,37

0,00-20,00
0,00-20,00

19,28-48,85
27,37-47,35

99,33 +/- 1,01
100,35 +/- 0,95
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E) ESTUDIO DE PRECISION DEL METODO

El término precision hace referencia al grado de convergencia de los
resultados generados por el método analitico. En él se incluyen los conceptos
de repetibilidad o precision intralaboratorio, referida a la precisién cuando se
realizan repeticiones en idénticas condiciones, y el de reproducibilidad o
precision interlaboratorio, si las repeticiones lo son en condiciones distintas. Por
lo tanto, la mayor concordancia entre determinaciones repetidas sobre una

misma muestra evitara la posibilidad de errores aleatorios.

a) Evaluacion de la repetibilidad o precision intralaboratorio

Para evaluar la repetibilidad se eligieron al azar dos muestras de suero y
se efectuaron 7 preparaciones con 300 mg de cada una de ellas, siendo
sometidas al procedimiento de mineralizacion y a los procedimientos de medida

descritos para los minerales estudiados.

Los datos obtenidos en cada serie de observaciones fueron sometidos a
un tratamiento estadistico (Reyes Castafieda, 1980; Martin y Luna, 1989), a fin
de establecer la media (Xm) y la desviacién estandar (S) correspondientes a

cada una de las muestras y para cada una de las determinaciones realizadas.

Gracias a este procedimiento, se calculé el coeficiente de variacion (CV)
o desviacion estandar relativa (RSD) y el intervalo del 95% de confianza, que
significa que el verdadero valor medio con un 95% de probabilidad se

encontrara comprendido entre sus limites.
También se calculd la desviacion estandar media (Sm), y a partir de

esta, el correspondiente error relativo (E.R.), mediante las siguientes

expresiones matematicas:
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Sm=
Desviacion estandar media:
V. n
C.V.= S
Coeficiente de variacion: e Xm x 100
Sm-t
Error Relativo: ER.= Xm x 100

El ER. y el C.V.,, como medidas de dispersion, dan idea de la
distribucion de los datos de un analisis. Para un intervalo del 95% de confianza
(=0,05), el valor verdadero medio con un 95% de probabilidad se encontrara

entre los limites:

Xn*tSm-t
Paran=10
a=0,05

el coeficiente “t” (Student) tiene un valor de 2,262.

Los resultados obtenidos en este estudio para las 10 medidas
efectuadas en las diferentes muestras elegidas, se indican para los elementos

estudiados en la tabla 14.
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TABLA 14. Calculo de la repetibilidad del método en la determinaciéon de

Mg, Ca, Cu, Zn y Se en 2 muestras de suero humano.

MUESTRA 1 MUESTRA 2

ELEMENTO

X £ D.E. C.V. X £ D.E. C.V.

Mg (ppm) 2316 +0,97 4,19 14,84£0,92 6,20

Ca (ppm) 83,70 +3,42 |4,09 81,90+ 6,14 |7,50

ICu (ppm) 1,129 0,020 |[1,77 0,915+ 0,015 |1,64

Zn (ppm) 1,050 £ 0,027 |2,57 0,788 £ 0,041 |5,20

Se (ppb) 68,75+522 |7,59 55,23 +3,05 |5,52

I11.3. RESULTADOS DEL ANALISIS DE LAS MUESTRAS

En la tabla siguiente (tabla 15) se recogen los valores de concentracién
de Mg, Ca, Cu, Zn y Se y los de indice de severidad de los enfermos con CH
analizados en el presente estudio.

TABLA 15. Valores correspondientes a los parametros evaluados
(concentraciones séricas de Ca, Mg, Cu, Zn y Se e indice de severidad de

la patologia) en sujetos enfermos con CH

PARAMETRO

Xz D.E.

RANGO

Mg (ppm)

21,19+ 3,73

12,0-38,3

Ca (ppm)

87,69 + 14,84

39,0-151,0

Zn (ppm)

0,880 + 0,198

0,400-1,65

Cu (ppm)

1,26 £ 0,325

0,430-2,45

Se (ppb)

57,63 £ 19,97

12,40-111,8

Grado
severidad

6,91+ 1,66

1,00-15,0
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En la tabla 16 se recogen los valores de concentracién de Mg, Ca, Cu,

Zn y Se de los controles sanos evaluados en el presente estudio.

TABLA 16. Concentraciones séricas de Ca, Mg, Cu, Zn y Se en controles

s$anos
PARAMETRO |N X +D.E. RANGO
| Mg (ppm) 30 23,99 + 2,22 19,06-28,88 I
Ca (ppm) 30 109,64 + 11,19 86,0-130,0
Zn (ppm) 30 0,847 + 0,125 0,590-1,23
Cu (ppm) 30 1,0,78 + 0,096 0,780-1,240
Se (ppb) 30 73,09 + 19,02 38,55-108,1

.4 ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

OBTENIDOS SEGUN LOS DIFERENTES FACTORES DE
COMPARACION CONSIDERADOS

En el presente trabajo, el estudio estadistico fue establecido a partir de
los valores de las concentraciones de Mg, Ca, Cu, Zn y Se determinados en
sueros de los pacientes de CH y controles sanos, con la intencion de
determinar la existencia o no, de diferencias significativas para los distintos
factores considerados (enfermedad, grado de severidad, sexo, grupo de edad,

éxitus, trasplante y complicaciones) sobre dichas variables.

Para realizar dicho estudio estadistico, se empleo el programa SPSS
15.0 para Windows, del que se uso el test de la “t” de Student para los métodos
paramétricos, con un nivel de significancia del 95% (P < 0,05) y el test de
Kruskall-Wallis para los no paramétricos, con un nivel de significancia igual al
anterior del 95% (P < 0,05).

Con el objeto de establecer las caracteristicas de los resultados

experimentales obtenidos para la variable de respuesta y previo a la aplicacion
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de un modelo paramétrico o no paramétrico para realizar el analisis de la

varianza se comprobo:

a. La normalidad de la distribucion de datos por el test de

Kolmogorov-Smirnov

b. La homogeneidad en las varianzas por el test de Levene.

También se han realizado analisis de regresién entre las diferentes
variables experimentales a fin de establecer la existencia o no de algun tipo de
correlacion significativa entre las mismas. Para ello, tras la comprobacion de la
distribucion normal o no de los resultados mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov, se procedié a la ejecucion del analisis de regresién mediante el test
de Pearson (p< 0,05) para los métodos paramétricos, y el test de Spearman
(p< 0,05) para los no paramétricos.

En el test de Kolmogorov-Smirnov (Tabla 17) se dedujo que el nivel de
significancia para el Ca y Se era (P < 0,05), siendo para este caso necesaria la
aplicaciéon de un modelo no paramétrico de Kruskall-Wallis para el posterior

analisis de la varianza. En los minerales restantes (Mg, Cuy Zn) el P > 0,05.

El test de Levene empleado para la medida de la homogeneidad de las
varianzas, mostré que no existia homogeneidad (P<0,05) para el caso del Zny
el Cu (Tabla 18) siendo para estos dos casos necesaria la aplicacion de un test

no paramétrico de Kruskall-Wallis al igual que para el Se.
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TABLA 17. Prueba de Kolmogorov-Smirnov para los niveles de Ca, Mg,

Zn, Cu y Se determinados en pacientes con CH y controles sanos.

Ca (ppm) |Mg Zn Cu Se (ppb)
(ppm) | (ppm) | (pPmM)
Parametros |Media 92,59 21,86 |0,873 [1,22 61,17
Normales Desviacién | 16,79 3,62 0,185 (0,301 20,73
Tipica
Absoluta [0,112 0,082 |0,068 [0,096 [0,138
Diferencias 5 iiva 0,075 0,082 |0,068 |0,096 |0,138
mas extremas
Negativa [-0,112 -0,082 [-0,062 [-0,059 [-0,105
Z de Kolmogorov- 1,184 0,856 0,755 |1,063 1,58
Smirnov
Sig. asintét.(bilateral) 0,031 0,456 |0,618 [0,208 [0,014
(P <0,05) P < 0,05)
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TABLA 18. Prueba de homogeneidad de las varianzas. Mediante el test de
Levene de las concentraciones de Ca, Mg, Zn, Cu y Se determinados en
pacientes con CH y en los controles sanos.

PARAMETRO | ESTADISTICO | GL1 GL2 | SIGNIFICANCIA
DE LEVENE (P)

121 (0,553

I

121 (0,122
|
]

ICa (ppm) 0,354
|Mg (ppm)  [2,43

Zn (ppm) 5,51 121 (0,021 (P < 0,05
ICu(ppm) 17,12 121 [0,000 (P < 0,05

ISe (ppb) 0,345 121 [0,558 I

l1.4.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LA VARIANZA

[ N R N . N N

-

111.4.1.1. CONTRASTE DE LAS CONCENTRACIONES DE SELENIO, ZINC,
COBRE, MAGNESIO Y CALCIO DE LOS CONTROLES SANOS FRENTE A
LOS PACIENTES CON CH

Una vez realizados el test de Kolmogorov-Smirnov y el test de Levane
en relacion a la normalidad de la distribucion de los resultados y la
homogeneidad de las varianzas, respectivamente, se aplicd el analisis de la
varianza correspondiente a los niveles séricos de los minerales estudiados en
funcién de la presencia de la enfermedad, la CH, frente a los sujetos sanos

mediante:

- Métodos paramétricos en el caso del Mg a través del test de la t de
Student.

- Métodos no paramétricos para el Ca, Cu, Zn y Se mediante el test de
Kruskal Wallis.

Para los niveles de Ca y Mg se obtuvieron unos niveles
significativamente inferiores en los enfermos, con un P < 0,001 (Tabla 19). Este

resultado indica que la cirrosis desequilibra el estrecho control homeostatico
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que el organismo ejerce sobre los niveles séricos de Ca y Mg, produciéndose

en los enfermos un descenso significativo respecto a los controles sanos.

Para el Zn, el test de Kruskal Wallis dio un nivel de significancia de P =
0,196 (Tabla 15) mayor que 0,05; este resultado nos indica la no existencia de
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de Zn de controles
y enfermos, lo cual puede apreciarse comparando las medias y desviaciones
(Tabla 19).

En los niveles séricos de Cu el test de Kruskal-Wallis dio un valor de P =
0,001 (Tabla 19) que expresa que los niveles de Cu en el suero de los
enfermos cirréticos son significativamente superiores (1,263 * 0,3250 en

enfermos frente a 1,078 £ 0,097 ppm en adultos sanos).

Para el Se, el test de Kruskal — Wallis estableci6 con un nivel de
significancia menor de 0,001 (Tabla 19), que los niveles séricos de Se en los
individuos enfermos son significativamente inferiores (57,6 £ 20,0 vs. 73,1 £
19,0 ppb) (Tabla 19) .

TABLA 19. Nivel de significancia, tipo de test en analisis de la varianza y
niveles medios * desviacion estandar (DE) al comparar los niveles séricos
medios de Mg, Ca, Cu, Zn y Se analizados en pacientes con CH frente a
los determinados en adultos sanos usados como controles

ELEMENT TIPO DE
(0] TEST

PACIENTES CONTROLES

Ca (ppm)

MEDIA £ DE

MEDIA £ DE

87,7 £ 14,84

109,6 £ 11,19

Mg(ppm)

21,2+3,73

24,0 £2,22

Zn (ppm)

0,880 + 0,198

0,847 £ 0,12

Cu (ppm)

1,263 + 0,3250

1,078 £ 0,097

Se (ppb)

57,6 £ 20,0

73,1+£19,0




11.4.1.2. ANOVA DE LOS NIVELES DE SELENIO, ZINC, COBRE,
MAGNESIO Y CALCIO EN ENFERMOS DE CH SEGUN HAYAN SIDO
SOMETIDOS A TRASPLANTE O NO

Segun los datos reflejados en la tabla 17 (Test de Kolmogorov-Smirnov),
comprobamos que el Ca y Se requieren de test de tipo no paramétrico. Sin
embargo, el test de Levene sobre la homogeneidad de las varianzas arrojé un
valor de P > 0,05 para todos los minerales, existiendo por lo tanto

homogeneidad para todas los valores de todos los minerales.

Por tanto en el ANOVA de los niveles séricos de Mg, Cu y Zn en
enfermos denota la no existencia de diferencias estadisticamente significativas

en estos segun haya habido o no trasplante en los enfermos.

Para realizar el ANOVA para los niveles de Ca y Se en suero de

pacientes segun hayan o no sido sometidos a trasplante, observamos que:

- Para el Se, los niveles en sujetos trasplantados resultaron
ser significativamente inferiores (Tabla 20) (P = 0,044).
- Para el Ca, no se encontraron diferencias significativas

segun se hubiera realizado o no trasplante de higado.
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TABLA 20. Niveles séricos medios + DE y nivel de significancia para el Ca,
Mg, Zn, Cu y Se medidos en enfermos con CH segun hayan o no sido

sometidos a un trasplante de higado.

ELEMENTO n GRUPO MEDIA + DE P

4 Trasplantados 96,04 + 19,36

Ca (ppm) 0,265
89 No Trasplantados 88,32 + 13,16
4 Trasplantados 23,14 £+ 1,76

Mg (ppm) 0,312
89 No Trasplantados 21,31 + 3,56
4 Trasplantados 0,74 £ 0,16

Zn (ppm) 0,084
89 No Trasplantados 0,89 + 0,20
4 Trasplantados 1,18 £ 0,26

Cu (ppm) 0,485
89 No Trasplantados 1,28 + 0,33
4 Trasplantados 40,53 £ 11,50

Se (ppb) 0,044
89 No Trasplantados 57,63 + 18,47

Resulta relevante que para los tres minerales relacionados con la
regulacion del estrés oxidativo (Cu, Zn y Se) los niveles séricos en los sujetos
trasplantados es menor, aunque significativamente solo para el Se. A pesar de
ell el bajo numero de muestras séricas de pacientes que han recibido un
trasplante limita la validez de este tipo de comparacion.
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11.4.3.1. ANOVA DE LOS NIVELES DE SELENIO, ZINC, COBRE,
MAGENESIO Y CALCIO SEGUN INFLUENCIA DE LA EDAD EN PACIENTES

111.4.1.3.1. Influencia del grupo de edad en los niveles séricos de minerales

El Test de Kolmogorov Smirnov mostro que el Ca y Se (Tabla 17)
requieren un test no paramétrico ya que no sigue una distribucion normal. La
homogeneidad de las varianzas se observd para los niveles de séricos de

todos los minerales ensayados.

El ANOVA mostré la existencia de diferencias significativas en la
concentracion sérica de Se y Cu segun el grupo de edad considerado (=30, 31-
<50, > 50 anos) conun P = 0,008 y P = 0,043 (Tabla 21), respectivamente. Sin
embargo, no se aprecio esta influencia en el caso del resto de minerales
estudiados (Mg, Ca y Zn). Concretamente se observo la existencia de niveles
significativamente superiores de Cu en el grupo de mas de 50 afos respecto al

grupo de =30 anos (Figura 3).
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TABLA 21. Niveles séricos medios + DE y nivel de significancia para el Ca,

Mg, Zn, Cu y Se medidos en enfermos de CH segun grupo de edad

ELEMENTO n GRUPO EDAD | MEDIA + DE P
23 230 0,865 + 0,22
Zn (ppb) 38 31-<50 0,862 + 0,167 0,704
32 > 50 0,903 + 0,234
23 230 1,13+ 0,28
Cu (ppm) 38 31-<50 1,27 + 0,34 0,043
32 >50 1,36 £ 0,32
23 230 36,93
-<
Se (ppb) 38 31-<50 40,62 0,008
32 > 50 56,98
2 2 44,
3 30 59 0,621
Ca (ppm) 38 31-<50 39,23
32 > 50 38,60
23 230 21,24 +2,70
Mg (ppm) 38 31-<50 20,99 + 2,84 0,951
32 > 50 20,96 + 3,93
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FIGURA 3. Representacion por diagramas de barras de los niveles séricos
de Cu en sus intervalos de confianza al 95% en pacientes con CH segun el
grupo de edad considerado (230, 31- < 50, > 50 ainos)

1,500

1,400

1,300

1,200

1,100

95% de intervalo de confianza de Cu en enfermos

1,000

1,50 2,60 3,'00
Grupos de edad: 1 (< 31 ainos); 2 (31-50 ainos); 3 (> 50 afos)

En el caso del Se tras realizar el test de Kruskal-Wallis, tal y como
podemos apreciar en la Figura 4, se encontr6 que los niveles séricos en
pacientes con CH con edad superior a 50 afos fueron significativamente

superiores a los de los otros 2 grupos de edad considerados.
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FIGURA 4. Representaciéon por diagramas de barras de los niveles séricos
de Se en sus intervalos de confianza al 95% en pacientes con CH segtn el
grupo de edad considerado (230, 31- < 50, > 50 ainos)
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o
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95% de intervalo de confianza para Se en enfermos

40,00

1,50 2,60 3,'00
Grupos de edad: 1 (< 31 ainos); 2 (31-50 ainos); 3 (> 50 afos)

111.4.1.3.2. Analisis de regresion entre la edad de los enfermos y los

niveles séricos de minerales

El test de Kolmogorov-Smirnov para la variable edad, manifesté que no
hay distribucién normal de los resultados para el Ca (P = 0,031) y el Se (P =
0,017), motivo por el cual el analisis de regresion lineal entre las
concentraciones séricas de dichos minerales y la edad de los enfermos se

realizé mediante el test de Spearman.

En el caso del Cu y Se, las concentraciones séricas estan
estadisticamente correlacionadas con la edad de los pacientes; concretamente

el Cu estd correlacionado linealmente con la edad que sigue la siguiente
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férmula con un coeficiente de correlacién (r= 0,226) y una ecuacion de recta
(Edad, afios) = 1,075 + 0,04 x [Cu, ppm]) (Figura 5).

FIGURA 5. Representacién grafica de la correlacién lineal existente entre

los niveles séricos de Cu (ppm) y la edad de enfermos con CH
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I
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— Lineal

Igualmente para el Se se encontré la existencia de un correlacion lineal

estadisticamente significativa con la edad; el coeficiente de correlacion
obtenido (r= 0,260) y la ecuacion de recta (edad, afos)= 44,297 + 0,302 x [Se
ppb]) (Figura 6).
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FIGURA 6. Representacién grafica de la correlacién lineal existente entre

los niveles séricos de Se (ppb) y la edad de enfermos con CH.
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Ill.4.1.4. COMPARACION DE LOS NIVELES DE SELENIO, ZINC, COBRE,
MAGNESIO Y CALCIO SEGUN EL SEXO EN PACIENTES

El Test de Kolmogorov Smirnov mostré que el Ca y Se (Tabla 17)
requieren test no paramétricos ya que no siguen una distribucién normal de los
resultados. El Test de Levene manifestd la existencia de homogeneidad de

varianzas en todos los minerales.

El resultado de los test paramétricos para los casos del Mg, Ca, Zny Cu
reveld que el sexo no influye significativamente en su nivel sérico, ni en los
pacientes ni en los controles sanos (P > 0,05). Es de resefiar que en el caso
del Cu, el valor de P obtenido (P = 0,074), manifiesta la existencia de una

tendencia a la significancia, concretamente expresa que los niveles séricos de

98



este mineral en las mujeres tienden a ser estadisticamente superiores (Tabla
22).

El test de Kruskal-Wallis realizado para los niveles del Se mostré que
eran significativamente superiores en los pacientes de sexo masculino. Sin
embargo, para el Ca no se aprecio la existencia de influencia del sexo de los

sujetos en los las concentraciones séricas de este elemento.

TABLA 22. Niveles séricos medios + DE y nivel de significancia para el Ca,

Mg, Zn, Cu y Se medidos en enfermos de CH segun el sexo

ELEMENTO n SEXO MEDIA + DE | SIGNIFICANCIA

54 H 59,94 + 19,97

Se (ppb) 0,029
39 M 52,16 + 15,47
54 H 87,58 + 11,69

Ca (ppm) 0,556
39 M 90,27 + 15,70

Mg (ppm) 54 H 21,50 + 3,02 0747

g{pp 39 M 21,24 + 4,20 ’

Zn (ppm) 54 H 0,905 + 0,208
39 M 0,862 + 0,180 0,305

Cu (ppm) 54 H 1,225 + 0,317
39 M 1,349 + 0,327 0,074

Ill.4.1.5. COMPARACION DE LOS NIVELES DE SELENIO, ZINC, COBRE,
MAGNESIO Y CALCIO SEGUN INFLUENCIA DEL EXITUS (MUERTE) DE
PACIENTES

El Test de Kolmogorov Smirnov mostré que el Ca y Se (Tabla 17)

requieren test no paramétricos ya que no siguen una distribucion normal. El
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Test de Levene manifestd la existencia de homogeneidad de varianzas en

todos los minerales.

El analisis de la varianza mediante el test paramétrico del test de la t de

Student revelé un valor para el Zn de P = 0,002, lo que denota que el nivel

sérico de este mineral es significativamente mas alto en pacientes que han

alcanzado el éxitus.

la pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis realizadas demostraron

que para el Se sus niveles séricos resultaron ser significativamente mayores en

pacientes que habian alcanzado el éxitus; por el contrario los niveles séricos de

Ca resultaron ser estadisticamente mas bajos en los pacientes que habian
fallecido (P < 0,05) (Tabla 23).

TABLA 23. Niveles séricos medios + DE y nivel de significancia para el Ca,

Mg, Zn, Cu y Se medidos en enfermos de CH segun el éxitus

ELEMENTO

EXITUS

MEDIA = DE

SIGNIFICANCIA

Se (ppb)

60,05 £ 18,45
53,41 £ 18,38

Ca (ppm)

84,82 £ 13,63
92,28 £ 12,39

Mg (ppm)

20,97 £4,27
21,81 +2,71

Zn (ppm)

0,955 £ 0,205
0,826 £ 0,171

Cu (ppm)

1,274 + 0,300
1,278 + 0,352
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Ill.4.1.6. COMPARACION DE LOS NIVELES DE SELENIO, ZINC, COBRE,
MAGNESIO Y CALCIO SEGUN INFLUENCIA DE LAS COMPLICACIONES
EN PACIENTES

El Test de Kolmogorov Smirnov mostré que el Ca y Se (Tabla 17)
requieren test no paramétricos ya que no siguen sus valores una distribucion
normal. En cuanto al Test de Levene, éste manifestd la existencia de

homogeneidad de varianzas en todos los minerales.

Para el Mg, Cu, Ca y Se no se encontro influencia alguna en los niveles
séricos segun el tipo de complicacion presentada por los pacientes. Sin
embargo en el caso del Zn, se detectd una variacion significativa en los
pacientes con ascitis en comparacién a los que presentaban la complicacion de
bacteremia-sepsis en el pasado, tal y como puede observarse tras la aplicacion
del test de rango multiple (Figura 7).
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FIGURA 7. Representacion por diagramas de barras de los niveles séricos
de Zn en sus intervalos de confianza al 95% en pacientes con CH segun
las complicaciones asociadas a la patologia [en el pasado: HDA
(varices)(1), ascitis(2), encefalopatia(3), bacteriemia-sepsis(4); en el

ingreso _actual: HDA (varices) (1), ascitis (2), encefalopatia (3),

bacteriemia-sepsis(4)]
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I1.4.1.7. COMPARACION DE LOS NIVELES DE MINERALES SEGUN
SEVERIDAD DE LA PATOLOGIA EN PACIENTES CON CIRROSIS
ESTIMADA POR EL iNDICE CHILD-PUGH

111.4.1.7.1 Comparacion de los niveles de minerales sequin severidad de la

patologia en pacientes con cirrosis estimada por el indice Child-Pugh

El Test de Kolmogorov Smirnov mostré que sélo para los niveles séricos
de Ca y Se no se sigue una distribucién normal de los resultados. El Test de
Levene manifestd la existencia de homogeneidad de varianzas en todos los
minerales analizados dependiendo del grado de severidad de la patologia (P >
0.05). Como consecuencia solo para el Mg, Cu y Zn se aplico el test de la t de
Student.

En el analisis de la influencia del grado de severidad en los niveles
séricos de Zn por el test de la t de Student se determiné un valor de
significancia de P = 0,068, que demuestra la clara tendencia a la existencia de
diferencias estadisticamente significativas, tal y como viene recogido en la
figura 8, que manifiesta que los sujetos con mayor indice de severidad cirrética
(Child-Pugh 2) tienen tendencia a disminuir significativamente los niveles de Zn

sérico.
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FIGURA 8. Distribucién por barras de error de los niveles de Zn (ppm) y
sus intervalos de confianza del 95% en enfermos cirréticos dependiendo
del grado de severidad de la patologia
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Para el Cu, el analisis de la influencia del grado de severidad en sus
niveles séricos dio un valor de significancia de P = 0,853, que demuestra la no

existencia de diferencias estadisticamente significativas.

En el caso del Mg, el andlisis de la influencia del grado de severidad en
sus niveles séricos dié un valor de significancia de p= 0,040, que expresa que
los sujetos con mayor indice de severidad cirrotica (Child-Pugh 2) tienen
niveles significativamente menores de Mg sérico (Figura 9).
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FIGURA 9. Distribuciéon por barras de error de los niveles de Mg (ppm) y
sus intervalos de confianza del 95% en enfermos cirréticos dependiendo

del grado de severidad de la patologia
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Para el Se y Ca se realizo6 el test no paramétrico de Kruskal Wallis
resultando una P = 0,131 para el Se y de P = 0,014 para el Ca, indicando que
si bien para el Se no existen diferencias estadisticamente significativas en los
cambios en su concentracién de acuerdo con la severidad de la cirrosis, no
ocurre asi para el Ca, donde encontramos que los pacientes cirréticos con
mayor grado de severidad tienen unos niveles de Ca en suero

significativamente mas elevados (Figura 10).
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FIGURA 10. Distribucion por barras de error de los niveles de Ca (ppm) y
sus intervalos de confianza del 95% en enfermos cirréticos dependiendo

del grado de severidad de la patologia.

100,00

95,00

90,00

85,00

80,00

Intervalos de confianza del 95% de los niveles
séricos de Ca en cirréticos

75,00

1,60 2,60 3,60
Severidad de cirrosis segun el indice Child-Pugh

111.4.1.7.2. Analisis de regresion entre la severidad de la cirrosis y los

niveles séricos de minerales

Al realizar el analisis de regresion curvilinea de las concentraciones de
Zn (ppm) en suero de pacientes con cirrosis con los valores del indice Child-
Pugh se obtuvo un coeficiente de correlacion r= 0,257 (Figura 11) y un nivel de
significancia de P = 0,109, manifestando la existencia de correlacion cubica no

estadisticamente significativa cuya ecuacion de recta es la siguiente:

[Zn] ppm = 0,777 + 0,121 x (indice de Child-Pugh) — 0,022 x (indice de Child-
Pugh)? + 0,001 x (indice de Child-Pugh)®
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FIGURA 11. Analisis de regresion curvilinea (cubica) entre los niveles de
Zn (ppm) en sujetos con cirrosis y el indice de severidad Child-Pugh

estimado
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En el analisis de regresion de los niveles séricos de Mg con los valores
del indice Child-Pugh se obtiene un valor de significancia de p= 0,090 y un
coeficiente de correlacién r= 0,191, lo que manifiesta una tendencia al aumento
de la concentracion sérica de Mg al elevarse el valor de severidad (Figura 12).

La ecuacién exponencial resultante de este analisis es:

[Ln [Mg] ppm= 18,529 + 0,019 x (indice de Child-Pugh)}
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FIGURA 12. Anadlisis de regresion curvilinea (exponencial) entre los

niveles de Mg (ppm) en sujetos con cirrosis Yy el indice de severidad
Child-Pugh estimado
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En el andlisis de regresion de los niveles séricos de Ca con los valores
del indice Child-Pugh se obtiene una tendencia al aumento al obtenerse una
significancia de P = 0,052 y un coeficiente de correlacion r= 0,211 (Figura 13),

siendo la ecuacién de la recta de regresion exponencial:

[Ln [Ca] ppm= 76,598 + 0,020 x (indice de Child—Pugh})
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FIGURA 13. Anadlisis de regresion curvilinea (exponencial) entre los
niveles de Ca (ppm) en sujetos con cirrosis y el indice de severidad
Child-Pugh estimado
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En el analisis de regresion curvilinea de las concentraciones entre los
valores de Cu (ppm) en suero de pacientes con cirrosis y los del indice Child-
Pugh se obtuvo un coeficiente de correlacion r= 0,115 y un nivel de
significancia de P = 0,277, manifestando la existencia de una correlacion
inversa no estadisticamente significativa cuya ecuacion es la referida a

continuacion:

[[Cu] ppm= 1,213 + 0,398 x 1/(indice de ChiId-Pugh)]

Para el Se, en el analisis de regresién lineal curvilinea de sus
concentraciones séricas con los valores del indice Child-Pugh en cirréticos se
determind un coeficiente de correlacién r= 0,118 y un nivel de significancia de
p= 0,265, manifestando la no existencia de una correlacién estadisticamente

significativa. La ecuacién de la recta correspondiente se indica a continuacion:

[[Se] ppb= 65,768 — 1,311 x (indice de ChiId—Pugh)]
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I.4.2. ANALISIS DE REGRESION ENTRE LAS
CONCENTRACIONES DE LOS DIFERENTES
MINERALES ANALIZADOS (Mg, Ca, Cu, Zn y Se) EN
LOS PACIENTES CIRROTICOS

Para los niveles séricos de Zn, Cu y Mg la regresion empleada fue de
tipo lineal. El tipo de correlacion usada fue la de Pearson, al comprobarse la
existencia de una distribucion normal para las concentraciones séricas de estos
tres minerales. Como se aprecia en la tabla 24, no existe correlacion lineal

estadisticamente significativa entre los tres minerales indicados.

TABLA 24. Correlacion lineal de Pearson entre los niveles séricos de Zn-
Cu-Mg

ELEMENTOS | CORREALCION Mg, ppm Zn, ppm Cu, ppm
Pearson 1,000 0,182 0,115 I
Mg, ppm Sig. (bilateral - 0,102 0,302
n 93 93 93
Pearson 0,182 1 -0,016
Zn, ppm Sig. (bilateral) 0,102 - 0,875
n 93 93 93
Pearson 0,115 -0,016 1
Cu, ppm Sig. (bilateral) 0,302 0,875
n 93 93 93

Para la correlacién del Se y el Ca, al comprobarse la no existencia de

distribucion normal de los resultados por el test de Kolmogorov-Smirnoff, el
analisis de regresion utilizado fue el de la estimacion curvilinea. En cada caso
se utilizd el modelo para el que se obtuvo un valor de r (Coeficiente de

Correlacion) y de r mas elevado, como se aprecia en la tabla 25.
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TABLA 25. Analisis de regresion y niveles de significancia por estimacién

curvilinea de los niveles séricos en enfermos cirroticos de Ca-Se-Zn-Cu-
Mg

MINERAL CORRELAC. /P Mg (ppm) Zn (ppm) Cu (ppm) Ca (ppm) Se (ppm)
I r 1,000 0,182 0,115 0,861** 0,292* l
Mg (ppm) | 1,000 0,011 0,000 0,742 0,085
Sig. (bilateral) - 0,102 0,302 0,000 0,028
r 0,182 1,000 -0,016 -0,005 0,592**
I Zn (ppm) |7 0,011 1,000 0,000 0,004 0,350 I
Sig. (bilateral) 0,102 0,875 0,083 0,000
r 0,115 -0,016 1,000 0,187 0,164
Cu (ppm) | 0,000 0,000 1,000 0,035 0,004
I Sig. (bilateral) 0,302 0,875 0,083 0,111 l
r 0,861** -0,005 0,187 1,000 0,380*
Ca(ppm) | 0,742 0,004 0,035 1,000 0,144
Sig. (bilateral) 0,000 0,966 0,083 0,005
I r 0,292* 0,592** 0,164 0,380* 1,000 l
I Se (ppm) |1 0,085 0,350 0,004 0,144 1,000 l
Sig. (bilateral) 0,008 0,000 0,111 0,005
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
En las figuras siguientes (Figura 14, 15, 16 y 17) se incluyen las

representaciones graficas, con el modelo curvilineo correspondiente, entre los

niveles séricos de los minerales analizados en pacientes cirréticos para los que

se obtuvo una correlacion estadisticamente significativa (P < 0,05).
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FIGURA 14. Representaciéon grafica del analisis de regresion segun el
modelo tipo S de estimacién curvilinea entre los niveles séricos de Ca y
Mg en enfermos, con un r= 0,861 y r’=0,742 (P = 0,000) y una ecuacién de
recta (In [Ca] ppm= 5,190 — 15,021 x 1/[Mg] ppm)
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FIGURA 15. Representacion grafica del analisis de regresion segun el
modelo tipo S de estimacién curvilinea entre los niveles séricos de Se y
Zn en enfermos, con un r= 0,592 y r’=0,350 (p= 0,000) y una ecuacién de
recta (In [Se] ppb= 4,893 - 0,776 x 1/[Zn] ppm)
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FIGURA 16. Representacion grafica del analisis de regresiéon segun el
modelo tipo Potencia de estimacion curvilinea entre los niveles sericos de
Se y Mg en enfermos, con un r= 0,292 y r’=0,085 (p= 0,008) y una ecuacién
de recta (In [Se] ppb= 6,953 + 0,663 x In [Mg] ppm,
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FIGURA 17. Representacion grafica del analisis de regresién segun el
modelo tipo Cubico de estimacidén curvilinea entre los niveles séricos de
Cay Se en enfermos, con un r= 0,380 y r’=0,144 (p= 0,005) y una ecuacion
de recta ([Ca] ppm= 36,306 + 3,513 x [Se, ppb] — 0,069 x [Se, ppb]® + 0 x
[Se, ppb]’).
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IV. DISCUSION
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IV.1. SELENIO

Las concentraciones medias de Se sérico de los pacientes cirréticos y
los correspondientes al grupo control se muestran en la tabla 19. Como puede
apreciarse los niveles de Se sérico fueron significativamente mas bajos (P <
.001) en pacientes cirréticos que en los controles sanos, lo cual se corresponde
con la mayoria de los estudios realizados con anterioridad a este respecto
(Zhang y col.,, 2007); asi mismo se han obtenido resultados similares en
estudios recientes, como el realizado en casos de nifios con cirrosis hepatica
por Uslu y col. (2010), en el que se hallé la concentracidén sérica de Se en los
pacientes significativamente mas baja que en los controles (42,4 + 8,2 ug/L vs.
64,4 + 16,9 ug/L, P < 0,005). También ha sido previamente descrito en
pacientes con diferentes tipos de hepatopatia (Burk y col., 1998, 2005; Rai y
col., 2001; Navarro-Alarcon y col., 2002, 2008; Pemberton y col., 2005; Zhang y
col., 2007; Gonzalez-Reimers y col., 2008; Pérez y col., 2011). Un grupo de
investigacion encontré niveles de antioxidantes significativamente reducidos,
incluyendo el Se, en cirréticos alcohdlicos al compararlos con un grupo de
controles sanos del mismo sexo, describiendo una relacion significativa entre la
cirrosis y el estrés oxidativo. Otro grupo de investigadores (Gonzalez-Reimers y
col., 2008), que también encontrd niveles significativamente reducidos de Se
sérico en enfermos frente al grupo de los sujetos controles asi como al de los
no cirréticos, concluyd que el desequilibrio en el estado nutricional
caracteristico de estos pacientes constituia el factor de prediccion mas potente

de bajos niveles de Se en alcohdlicos.

El Se es un mineral que juega un importante papel antioxidante en varias
reacciones bioquimicas al actuar cémo cofactor de la GSH-Px (Navarro-Alarcon
y Lopez Martinez, 2000; Krittaphol y col., 2006; Navarro-Alarcén y Cabrera-
Vique 2008; Zulet y col. 2009). Esta enzima actua contra la aparicion y
progreso de eventos productores de dafio hepatico, mediante la proteccion de
las células frente a la formacion de radicales libres desde iones hidroperdxido.
Un estudio reciente ha puesto de manifiesto que la suplementacion con Se a

pacientes cirréticos no restituia los niveles séricos normales de Se ni la
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actividad de la glutation peroxidasa (Zhang y col., 2007). Este hallazgo puede
estar relacionado con el hecho de que los niveles plasmaticos de Se requieren
meses para volver a los niveles normales en casos de malnutricion energético-
proteica, tras una rehabilitacion nutricional. En cualquier caso, se han realizado
pocos ensayos en humanos relativos al valor profilactico del Se contra los
procesos implicados en la cirrosis. Un estudio realizado en animales de
experimentacion como las ratas (Ozardali y col., 2004) mostré que el Se podria
jugar un importante papel en la prevencion del dafio hepatico celular producido
por el tetracloruro de carbono. Otros investigadores (Shilo y col., 2008) hallaron
que la suplementacién con Se incrementaba en el higado la expresion de la
enzima superoxido-dismutasa mitocondrial dependiente del manganeso en
ratas, aumentando sus defensas antioxidantes, y por consiguiente reforzando
los efectos antiinflamatorios y hepatoprotectores que se atribuyen a este

mineral.

En el presente trabajo, también se estudié la significancia estadistica en
la variacion de las concentraciones de minerales segun los pacientes hubieran
sido sometidos o0 no a transplante hepatico. Sin embargo en este factor
debemos tener en consideracion el escaso numero de transplantados (4) con
los que ha contado el estudio. Para el caso del Se, se encontré6 una
significancia (P< 0.05) que muestra una menor concentracion sérica en los
sujetos transplantados (40,53 + 11,50 ppb) frente a los no transplantados
(57,63 + 18,47 ppb), (Tabla 20).

La tabla 22 recoge las concentraciones medias de Se en el suero de los
pacientes dependiendo del sexo comprobandose como los niveles
determinados en los hombres fueron significativamente superiores (P < 0.05).

En el presente estudio hemos encontrado que las concentraciones
medias de Se sérico en pacientes con indice de severidad de Child-Pugh (A)
no fueron significativamente diferentes de las correspondientes a los que tenian
los indices (B + C). Asimismo no se establecio, una correlacion significativa con
el ICP de severidad determinado de su patologia (P < 0.05), similar a anteriores

informes incluso en individuos sanos (Lopes y col., 2004). En relacién al indice
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de severidad de la patologia estudiada se encontré que fue significativamente
superior en mujeres que en hombres con cirrosis hepatica (indice de Child-
Pugh: 7.81 £ 1.71 vs 6.28 +1.31, respectivamente; P < .001).

Los niveles séricos de los pacientes no estuvieron significativamente
correlacionados con el indice de Child-Pugh relativo a la severidad de la
patologia ([Se] ppb= 65,768 — 1,311 x indice de Child-Pugh; r= 0,118) (P >
0.05). Por tanto, como el ICP puede tomar valores de 5 a 15, este analisis de
regresion es semi-continuo. Este hallazgo no esta de acuerdo con informes
previos sobre una asociacion entre la mayor severidad de la hepatopatia y la
mayor deficiencia de Se en el cuerpo (Valimaki y col., 1986; Navarro-Alarcén y
Cabrera-Vique, 2008). En contraposicion, un estudio reciente realizado por
Uslu y col. (2010) no hall6 tampoco diferencias significativas entre las
concentraciones de Se sérico de nifios con cirrosis en Child-Pugh clase A
frente a Child-Pugh clase B+C y otro (Lin y col., 2006) concluyd que la
disminucion de los niveles de Se sérico son resultado de la deficiencia de la
funcidbn hepatica en cualquier etiologia. Tomando en consideracion los
resultados existentes hasta el momento, asi como los encontrados en el
presente estudio la suplementacion dietética de Se prescrita en pacientes
cirréticos no deberia ser descartada, ya que estudios recientes como el
realizado por Ding y col. (2010), realizados en animales de experimentacion o
el realizado por Mezey y col. (2011), arrojan resultados favorables a este
respecto. Sin embargo, el realizado por Bjelakovic y col. (2010) no ha
encontrado evidencias para apoyar o descartar la suplementaciéon nutricional

con antioxidantes tales como el Se en pacientes con hepatopatias.

En referencia a la influencia de la edad de los sujetos enfermos en los
niveles de Se, las concentraciones de este elemento en las muestras de suero
analizadas fueron significativamente superiores (P < 0,05) en los pacientes
correspondientes al grupo de edad mas avanzada (> 50 afios), comparado con
las edades de los grupos mas jovenes (<30 y 31-50 afos; tabla 21). Este
resultado se corrobora por el hecho de que los niveles séricos de Se se

encuentran correlacionados lineal y de manera estadisticamente significativa
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con el factor edad (r= 0,277, P = 0,007) en los pacientes cirréticos estudiados.
Investigaciones anteriores realizadas por otros grupos de investigacion, han
obtenido resultados semejantes en pacientes sanos (Lopes y col., 2004). A
pesar del resultado obtenido y aunque en diferentes estudios y paises se ha
apreciado la misma tendencia general, otros autores han indicado que la
influencia de la edad en los niveles séricos de Se es cuestionable debido al
hecho de que en multiples ocasiones el grupo estudiado se encuentra ésta a
veces pobremente definido (i.e., el rango de edad demasiado pequefio o

demasiado grande) (Robberecht and Deelstra, 1994).

Por otro lado en el presente estudio, la mayor edad de los pacientes
estuvo inversa y significativamente correlacionada con la severidad de la
patologia cirrética (indice Child-Pugh) (P < 0.001, r = -0.456), siendo mas
severa la patologia en los jévenes pacientes cirréticos. Este no es un hallazgo
comun en cirréticos alcohdlicos, reflejando la marcada etiologia de la
enfermedad en nuestros pacientes, dentro de los que aquellos con alcoholismo
activo no fueron incluidos en el estudio. De manera contraria otro grupo de
investigaciéon observo la existencia de una reduccién no-significativa en los
niveles de Se sérico a mayor edad en pacientes con hepatopatia, resultado que
incrementa la controversia existente sobre el tema referido (Navarro-Alarcén y
col., 2002).

En el presente estudio hemos realizado un analisis de varianza de 3 vias
para determinar los roles combinados y relativos de los tres factores (sexo
[masculino y femenino], edad [<30, 31-50, y >50 afos], y severidad de la
cirrosis [pacientes con indice de Child-Pugh A vs. B + C]) en los niveles séricos
de los enfermos, no encontrando ningun efecto interactivo de estos factores (P
> 0.05). La severidad de la cirrosis por tanto no tuvo relacion significativa con
los niveles séricos de Se (P = 0.763), pero el sexo (cuya diferencia entre
medianas fue de 7,66) y la edad global estuvieron independientemente
relacionadas con dichos niveles (P < 0.05). De este modo, las concentraciones

séricas de Se difirieron significativamente entre el grupo mas mayor de
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pacientes (>50 afios ) y el mas joven (<30 anos: diferencias entre medianas,

11.9; 31-50 anos; diferencia entre medianas, 11.6).

En nuestra opinidn, la principal limitacion del estudio fue el numero de
pacientes cirréticos estudiado; de hecho, para el grupo indice de Child-Pugh C,
solo se dispuso de un paciente. Aunque los niveles séricos de Se no estuvieron
significativamente influidos por el indice de severidad de la patologia, lo que
origina que rechacemos una de las hipétesis generales de la investigacion
realizada, son necesarios estudios futuros que deberian realizarse con un
numero mayor y mas equilibrado de pacientes cirréticos para los 3 grupos de
enfermos clasificados por el grado de severidad de la patologia (indice de
Child-Pugh A, B y C) para dilucidar definitivamente la hipdtesis de partida.

Sin embargo, en relacion al factor (éxitus) se comprobd como los sujetos
que habian fallecido en los 12 meses posteriores al muestreo, presentaban
niveles séricos de Se significativamente mas elevados (P < 0,05) (Tabla 23),
posiblemente por un redistribucion corporal del Se en la etapa final de la

patologia previa a la muerte.

En el presente estudio con el fin de evaluar la posible interrelacién
existente entre los diferentes minerales analizados en los pacientes con CH, se
correlacioné de forma lineal o curvilinea los niveles séricos de Se con los
correspondientes a los otros minerales (Mg, Ca, Cu y Se), comprobandose la
existencia de una correlacion positiva estadisticamente significativa con el Zn,
Mg y Ca (Tabla 25; Figuras 15, 16 y 17). Sobre todo es destacable la
establecida con el Zn con un coeficiente de correlacion de r= 0,592 y de r’=

0,350 (correlacion curvilinea tipo S, Figura 15).

Por otro lado, en un estudio realizado por Mathew y col. (2007) se
encontré que el tratamiento con a-interferon en pacientes con CH aumentaba
significativamente los niveles séricos de Se. Como conclusion final del estudio
estos investigadores indican que los elementos traza tales como el Se, Cu, Zn

y Mn podrian estar envueltos en el efecto reversivo de la CH por el a-interferon
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y la vitamina E. Podria ser que la mejora de los niveles séricos de los minerales
antioxidantes relacionadas con la regulacion del estrés oxidativo, referida por
estos investigadores, mejore posiblemente el estatus antioxidante de los

pacientes cirroticos.

En conclusion, los niveles séricos de Se fueron significativamente mas
bajos en los pacientes cirréticos que en los controles sanos, pero no estuvieron
significativamente influidos por el indice de severidad de Child-Pugh
determinado. Las concentraciones séricas de Se fueron significativamente
superiores en pacientes cirréticos hombres frente a mujeres, mientras el indice
de severidad fue significativamente superior en mujeres frente a hombres. Los
niveles séricos de Se fueron significativamente mas bajos en pacientes jovenes
frente a los pacientes mas mayores. En definitiva, nuestros resultados
demuestran que el Se como componente del sistema antioxidante se ve
severamente afectado en la cirrosis, podria comprometerse la actividad

antioxidante corporal global acelerando la evolucién de la patologia cirrética.

IV.2. ZINC

En el presente estudio hemos encontrado que las concentraciones
medias de Zn sérico de los pacientes cirréticos (0,880 + 0,198 ppm) y los
controles sanos (0,8470 £ 0,120 ppm) (Tabla 19), no fueron significativamente
diferentes (P > 0,05). En estudios anteriores, sin embargo, se apunta a la
deficiencia comun de este mineral en casos de cirrosis hepatica (Gasso y col.,
1992; Yoshida y col., 2001; Nakayama y col., 2002; Halifeoglu y col., 2004;
Sien-Sing y col., 2004; Lin y col., 2005; Moriyama y col., 2006; Kondrup, 2006;
Rahelic y col., 2006; Somi y col., 2007; Hamed y col., 2008; Gonzalez-Reimers
y col., 2008; Nazari y col., 2010), asi como en otras patologias asociadas como
por ejemplo el consumo cronico de alcohol (Gonzalez-Reimers y col., 2009).
Algunos grupos indican que la mala absorcidn en pacientes con cirrosis
hepatica asi como su rapida excrecion, debida al habitual uso de diuréticos en

los mismos, actuan como principales causas de la deficiencia de Zn, aunque
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esta hipétesis sigue generando controversia (Sullivan y col., 1978; Mills y col.,
1983; Milman vy col., 1983; Valberg y col., 1985; Yoshida y col., 2001). Otros
grupos sugieren la pérdida de Zn al estar ligado en sangre a la albumina, cuya
concentracion se ve muy reducida en el desarrollo de las patologias hepaticas
(Moriyama y col. 2006); otros investigadores sin embargo establecen que la
pérdida referida se relaciona con el dafo de la mucosa intestinal en el intestino
delgado (Karayalcin y col., 1988; loannis y col., 2007) y la insuficiencia de la
funcién pancreatica exocrina acompafnada de la sintesis reducida de ligandos,
de este elemento, tales como el acido picolinico en el higado (ljuin, 1998;
loannis, 2007).

Por otro lado la cirrosis hepatica es una patologia multifactorial
relacionada con procesos inflamatorios de dafo celular (fibrosis) que se
encuentra asociada a fendmenos de estrés oxidativo, resistencia a la insulina,
disfuncidn mitocondrial y pérdida del control de sefalizacion ejercido por las
citoquinas. Se conoce que el Zn es un mineral relacionado con el estrés
oxidativo, tanto en su prevencion, al actuar como cofactor enzimatico de la
enzima antioxidante dependiente de Zn y Cu como es la superoxido-dismutasa
citoplasmatica.

En un estudio realizado por Yoshida y col. (2001) se sugiri6 que los
niveles de Zn sérico estaban inversamente relacionados con los niveles de
amoniaco en sangre. Otros investigadores establecen que la suplementacion
de Zn a pacientes cirréticos podria ayudar a restablecer los niveles séricos
normales de este elemento ayudando mediante esta estrategia paliativa anti-
fibrosis, en casos de cirrosis hepatica temprana (Masahiko y col., 2006; Himoto
y col., 2007) debido a que reduce las concentraciones sanguineas de amoniaco
probablemente mediante la activacién de la glutamina sintetasa muscular
(Yoshida y col., 2001). También se ha estudiado la relacién de las
concentraciones séricas de Zn con otros marcadores de la cirrosis hepatica
como el acido hialurénico (Moriyama y col., 2006), concluyendo la existencia de
dicha correlacion.
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En la tabla 20, podemos observar como el hecho de ser sometidos o0 no
a transplante hepatico, no parece intervenir en la concentracidén sérica de este
mineral, aunque como ya hemos sefialado anteriormente para el caso del Se,
solo contamos para el estudio estadistico con 4 pacientes transplantados por lo

que no podemos considerar el dato como estadisticamente relevante.

En el presente estudio, para el Zn no se detectd una influencia
significativa segun la edad de los sujetos enfermos en los niveles séricos de
este elemento (P > 0,05), siendo los valores de las medias mas desviacion
estandar obtenidos 0,865 + 0,220 para el grupo de menores de 30 afnos, 0,862
+ 0,167 para el grupo comprendido entre los 31 y los 50 afios y 0,903 + 0,234
para los mayores de 50. Sin embargo, investigaciones anteriores realizadas por
otros grupos, han encontrado diferencias entre grupos menores de 60 afos,
cuya concentracion fue significativamente superior que en grupos de mayores

de 60 anos (Moriyama y col., 2006, Ananda y col., 2007).

La tabla 22 muestra la media de las concentraciones de Zn sérico en
pacientes atendiendo al sexo. Se ha observado una significancia de P > 0,05
que indica la no existencia de diferencias estadisticamente significativas
atendiendo a este parametro. Otros estudios han obtenido resultados similares
como el realizado por Moriyama y col. (2006), quienes encontraron niveles
séricos de Zn en hombres no significativamente diferentes de los determinados

en mujeres.

Se comprob6é como los sujetos que habian fallecido en los 12 meses
posteriores al muestreo, presentaban niveles séricos de Zn significativamente

mas elevados (P < 0,05) de igual forma que en el caso del Se (Tabla 23).

En el caso de este mineral en contraposicion a lo hallado en el resto de
minerales estudiados en esta tesis, se detectaron variaciones significativas en
las concentraciones séricas de los pacientes atendiendo a las diferentes
complicaciones de la patologia. Como muestra la figura 7, existen diferencias
significativas en los pacientes con ascitis en comparacion con los pacientes

que presentaban la complicacion de bacteremia-sepsis en el pasado;
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concretamente los que presentaban la complicacion de ascitis mostraron

niveles de Zn sérico significativamente mas elevados.

La figura 8, muestra que para el Zn, los niveles séricos de los pacientes
no estan significativamente influenciados con el ICP de severidad determinado
de su patologia (P = 0,068); no obstante, este valor demuestra una tendencia
de los sujetos con mayor indice de severidad cirrotica (Child-Pugh B), a
disminuir en mayor medida sus niveles de Zn sérico. Este resultado refuerza a
los de otros estudios que muestran la misma relacion entre la mayor severidad
de la hepatopatia y la mayor deficiencia de Zn en el cuerpo de los enfermos
(Moriyama y col., 2006; Somi y col., 2007). Tomando en consideracion los
presentes resultados, la suplementacion dietética de Zn pre-escrita en
pacientes cirroticos no deberia ser descartada, como de forma semejante
concluye un estudio previo realizado por otro grupo de investigacion (Masahiko
y col., 2006).

A pesar de lo anteriormente expuesto, el analisis de regresién curvilinea
entre la severidad de la cirrosis y los niveles de Zn sérico no mostrd la
existencia de correlacion estadisticamente significativa (correlacion cubica;

Figura 11).

En el presente estudio con el fin de evaluar la posible interrelacién
existente entre los diferentes minerales analizados en los pacientes con CH, se
correlacionaron de forma lineal o curvilinea los niveles séricos de Zn con los
correspondientes a los otros minerales estudiados (Mg, Ca, Cu y Se),
comprobandose la no existencia de una correlacién estadisticamente
significativa con ninguno de ellos, con la excepciéon del Se con el que se
correlacion¢ significativamente mediante una correlacion curvilinea tio S (Tabla
24 y 25; Figura 15).
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IV.3. COBRE

La homeostasis del Cu esta muy relacionada con la del Zn, y el higado
es uno de los principales reservorios de este mineral. Un incremento en los
niveles de Cu conlleva usualmente un descenso en los de Zn y viceversa
(Navarro y Wood, 2003). El Zn inhibe la absorcion del Cu y compite con el por

los puntos/zonas de acoplamiento (Stamoulis y col., 2007).

En la tabla 19, se muestran las concentraciones séricas de Cu de los
controles sanos en contraste a los pacientes. En esta tabla puede apreciarse
como existen diferencias significativas (P < 0,05) en pacientes cirréticos (1,263
+ 0,325 ppm) frente a los controles sanos (1,078 + 0,097 ppm), apreciandose
un incremento de los niveles de Cu sérico en enfermos frente a los controles.
Esto, coincide con lo hallado previamente en otros estudios realizados al
respecto (Terrés y col., 1998; Nakayama y col., 2002; Halifeoglu y col., 2004;
Lin y col., 2005; Rahelic y col., 2006; Hamed y col., 2008; Gonzalez-Reimers y
col., 2008) que también refieren aumentos significativos en la concentracion de
Cu sérico en los pacientes cirréticos con respecto a los controles y se ha
detectado también esta misma correlacidn estadistica en otras patologias
hepaticas como la hepatitis C cronica (Grungreiff y col., 2009) o el carcinoma
hepatocelular (Poo y col., 2002; Lin y col., 2005); sin embargo, en otras
patologias no hepaticas, como aquellas relacionadas con el sistema
cardiovascular o hiperlipidemias, no se han hallado variaciones en la
concentracion sérica de este elemento al enfrentar los datos de pacientes con

los de controles sanos (Mahdavi y col., 2009; Ghaermian y col., 2011).
El analisis realizado atendiendo a las posibles variaciones en caso de
haberse llevado a cabo un transplante de higado denotd la no existencia de

diferencias significativas en uno u otro caso para el Cu (P > 0,05).

Se detectd una influencia significativa segun los grupos de edad de los

sujetos enfermos (P < 0,05; Tabla 21), observandose, como muestra la figura

125



3, la existencia de niveles significativamente superiores de Cu en el grupo de

mayor edad (>50 afos) respecto al grupo mas joven (=30).

El analisis de regresion entre la edad de los enfermos y los niveles
séricos de Cu mostré que estadisticamente, dichos niveles estan linealmente

correlacionados con la edad, como se muestra en la figura 5.

Atendiendo al factor sexo para el caso del Cu se aprecia una tendencia a
la significiancia (P = 0,074; Tabla 22) que muestra como los niveles de este
mineral en el caso del sexo femenino tienden a ser estadisticamente mas
elevados, lo que se corresponde con los hallazgos que recoge el estudio
realizado en casos de hepatitis C crénica por el grupo de Grungreiff y col.
(2009) en el que se detectaron niveles superiores de Cu en pacientes
femeninos y en los controles de este mismo sexo, en comparacién con los
respectivos grupos masculinos. En otros estudios sin embargo, no se han

encontrado diferencias significativas atendiendo al sexo (Rahelic y col., 2006).

La tabla 23, recoge como atendiendo al factor éxitus, no existen
diferencias estadisticamente significativas (P > 0,05). De igual forma que para
el estudio de la variabilidad atendiendo a las complicaciones, donde no se

hallaron diferencias significativas.

Tampoco se halld influencia en los niveles séricos de este mineral en
relacion al grado de severidad de la patologia, resultando un P = 0.853, en el
analisis de la t de Student. El analisis de regresion curvilinea entre la severidad
de la cirrosis y los niveles de Cu sérico manifestd la existencia de una
correlacién inversa no estadisticamente significativa. Estos hallazgos coinciden
con los obtenidos por otros grupos de investigacion que tampoco encontraron
diferencias significativas en la concentracion de este mineral, atendiendo a los
grupos de Child-Pugh (Rahelic y col., 2006). Sin embargo, otros estudios si
refieren variaciones en el ratio Zn/Cu, atendiendo a los grupos Child-Pugh
sefalando reducciones significativas en los niveles de ese cociente en el caso

de Child-Pugh clase B con respecto a Child-Pugh clase A (Somi y col., 2007).
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Asimismo, no se encontré6 ninguna correlacion estadisticamente
significativa entre el Cu y los otros minerales estudiados, en el analisis de
regresion realizado entre las concentraciones de dichos minerales (Tabla 25).

IV.4. MAGNESIO

En nuestra investigacion, se hallaron niveles significativamente inferiores
de Mg en los pacientes cirréticos (21,2 £ 3,73) frente a los controles sanos
(24,0 £ 2,22), como puede apreciarse en la tabla 19 (P< 0,01). De igual forma,
otros estudios realizados con anterioridad en casos de patologias hepaticas,
afirman la comun deficiencia en las concentraciones séricas de este elemento
(Pasqualetti y col., 1987; Wang y col., 2004; Turecky y col., 2006; Biswaijit y
col.,, 2011). Asimismo se han encontrado niveles disminuidos de Mg a nivel

muscular en casos de cirrosis hepatica (Aagaard y col., 2003).

Dicha deficiencia en los casos de cirrosis hepatica ha sido explicada por
varios autores atendiendo a la disminucidn en la ingesta nutricional del mismo y
a su excrecion debida al efecto indirecto del alcohol en los tubulos renales. Por
otro lado no hay que olvidar otros factores a tener en cuenta como causa de la
hipomagnesimia, tales como la mala absorcién del Mg en el yeyuno distal, la
administracién de diuréticos y la disminucion en los niveles plasmaticos de

albumina (Pasqualetti y col., 1987; Koivisto y col., 2002; Biswaijit y col.,2011).

Al inducirse el dafio hepatico en ratas, la concentracién sérica de Mg se
ve claramente afectada, como puede observarse en el estudio sobre el
metabolismo mineral en fibrosis hepatica inducida por dimetilnitrosamina, en el
que los niveles séricos de Mg se encontraron significativamente reducidos
(George, 2006), o como se recoge en la revision realizada por Romani (2008),
en la que se recoge una disminucion del Mg tisular tras el consumo de etanol al

6% en la dieta durante 3 semanas .

127



En un estudio realizado por Chacko y col., 1997. sobre 76 pacientes
cirroticos y 37 controles, no se hallaron diferencias significativas en las
concentraciones séricas de Mg, si bien si que existieron en el Mg muscular,
encontrandose estas concentraciones disminuidas en el caso de los cirréticos
frente a los controles. Otro estudio (Rahelic y col., 2006), tampoco encontré
diferencias significativas entre la concentracion sérica de Mg de los pacientes
cirroticos y la de los controles (0,94 vs. 0,88 mmol/L, p=0,132).

En estudios realizados sobre las concentraciones séricas de Mg en otras
patologias, se ha observado también una reduccion de dichas concentraciones,
como es el caso del estudio realizado sobre el Mg en casos de diabetes
mellitus tipo 2 (Resnik y col., 1993; Jing y col., 1995). Esto, guarda relacién con
nuestros casos, si asumimos que tal y como recoge el estudio realizado por
Fartoux y col. (2005), el estrés oxidativo asociado al sindrome de resistencia a
la insulina puede desembocar en la produccion de especies reactivas del
oxigeno, proceso que bien puede exacerbar el dafo producido por una
hepatitis C crénica, hasta promover la fibrosis y carcinogénesis y desembocar
en la cirrosis hepatica (Fukushima y col., 2007). Asimismo se ha hallado esta
misma correlacién en casos de enfermedad cardiovascular e hipertension (Jing
y col., 1995).

No se hallaron diferencias significativas en los niveles séricos de Mg en
los casos en los que se habia realizado un trasplante hepatico frente a aquellos
en los que no se habia realizado (tabla 20), ni tampoco al observar los distintos

tipos de complicaciones en los pacientes.

Tampoco se detectaron diferencias significativas en los niveles séricos
de Mg segun los grupos de edad de los sujetos enfermos (P< 0,05), tal y como
se aprecia también en la tabla 21, para los casos del Zn y el Ca. Esto, difiere
de otros estudios recientes realizados al respecto como el de Biswajit y col.
(2011), en el que si se apreciaron diferencias significativas, encontrando una
disminucion en los niveles séricos de Mg al verse disminuida la edad del
paciente (1,37 £ 0,025 meq/L en el grupo de 31-38 afnos, frente a 1,11 + 0,048
meq/L en el grupo de edad de 55-62 afios).
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De igual forma, no se obtuvieron valores significativos que mostraran
diferencias importantes en las concentraciones séricas de Mg, atendiendo al
sexo de los pacientes (P > 0,05; Tabla 22). El estudio de Rahelic y col. (2006)

obtuvo resultados similares atendiendo a este factor.

Tampoco se detectaron diferencias significativas atendiendo al éxitus (P
= 0,295; Tabla 23) o a las complicaciones de la patologia.

Por el contrario, si se hallaron diferencias estadisticamente significativas
en la concentraciones séricas de dicho elemento segun la influencia del indice
de severidad de la patologia (Figura 9), encontrandose un valor de P = 0,040.
Atendiendo a estos hallazgos podemos afirmar que segun nuestro analisis, los
pacientes con un mayor grado de severidad, determinado mediante la
estimadcién del indice Child-Pugh, tienen niveles significativamente menores
de Mg, como puede apreciarse en el analisis de regresion realizado para el Mg
(Figura 12). Este resultado, se corresponde con el estudio realizado por Wang
y col. (2004) en el que también encontraron diferencias significativas en las
concentraciones de Mg sérico en pacientes en estado Child-Pugh C frente a
pacientes en Child-Pugh B. Contrariamente a los hallazgos referidos el estudio
realizado por Rahelic y col. (2006), no coincide con el nuestro, no hallandose
en su caso relacion significativa entre los niveles de Mg sérico y los distintos

grupos del indice de Child-Pugh.

Puede también observarse en nuestra investigacion, una correlacion
significativa entre los niveles de Mg con los del Ca y Se que se obtuvo al
realizar el analisis de regresion correspondiente mediante una estimacion
curvilinea (Tabla 25). Este resultado no se corresponde con el estudio realizado
por Wanj y col. (2004), en el que se apunta a la deficiencia de Mg como posible
causa del aumento del Ca intracelular. Esto se corresponderia con lo referido
en estudios sobre el rol del Mg como un antagonista del Ca (Laires y col.,
2004). Contrariamente en varios trabajos de investigacion realizados por
nuestro grupo de investigacion se observa que los niveles de Mg y Ca en

suero, alimentos, dieta, aguas, suelos, asi como sus biodisponibilidades estan
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positiva y significativamente correlacionados (Gamez y col., 1997; Jodral-

Segado y col., 2003; Jodral-Segado y col., 2006; Velasco-Reynold y col., 2010).

IV.5. CALCIO

Los niveles de Ca en los pacientes cirrdticos se hallaron
significativamente reducidos con respecto a los controles, obteniéndose una
significancia de P = 0,000 y siendo la media + DE de 87,7 £ 14,84 ppm en el
caso de los pacientes y de 109,6 + 11,19 en el de los controles (Tabla 19). En
estudios anteriores también se han encontrado niveles reducidos de Ca entre
los pacientes cirrdticos y los controles (Duarte y col., 2001; Baskol y col., 2004;
Wang y col., 2004), y las manifestaciones clinicas a nivel 6seo, donde el Ca
juega un papel fundamental, son complicaciones extra-hepaticas ampliamente
conocidas en las patologias hepaticas crénicas (Hay, 1993; McGaughan y col.,
1994; Gur y col., 2005; George y col., 2009; Loria y col., 2010).

En estudios en ratas también se ha encontrado una disminucién en los
niveles de Ca sérico en dafo hepatico inducido; encontrandose asi mismo
positivamente correlacionado con las reducidas concentraciones de albumina,
proteina a la que el Ca esta ligado en alrededor de un 47% y de 25-dihidroxil
vitamina D, responsable de la retencién y absorcion de iones Ca por los tubulos

renales (George, 2006).

Estudios realizados sobre las concentraciones séricas de Ca en otras
patologias relacionadas, arrojan resultados similares. Caso de los realizados
sobre la prolongacién del intervalo QT vy la variabilidad del ritmo cardiaco en
pacientes cirroticos (Genovesi y col., 2009; Mozos y col., 2011) asi como el
realizado sobre pacientes con hemodialisis con o sin patologia hepatica, donde
también se observan unos niveles séricos de Ca disminuidos en cada uno de

los grupos estudiados (Ghonemy y col., 2011).
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No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de Ca
atendiendo a que los pacientes hubieran sido sometidos a transplante o no
(Tabla 20).

Atendiendo a la influencia del grupo de edad (Tabla 21), asi como el
analisis de regresion entre la edad de los enfermos y los niveles de Ca, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas atendiendo a este factor
(P =0,621).

Tampoco se aprecidé la existencia de diferencias estadisticamente
significativas atendiendo al sexo de los sujetos en las concentraciones séricas
de este elemento (Tabla 22). El estudio realizado por Duarte y col. (2001), no
encontrd diferencias en la densidad mineral del hueso atendiendo al sexo, en

pacientes con y sin cirrosis hepatica.

En lo relativo a la influencia que pudieran tener las diferentes
complicaciones, no se encontré una relacion estadisticamente significativa

entre éstas y los niveles séricos de Ca.

Para el caso del Ca, se hallé una relacion estadisticamente significativa
(P< 0,05) con el factor éxitus, resultando niveles mas bajos de Ca en los

pacientes que habian fallecido frente a los que no (Tabla 23).

El test no paramétrico de Kruskal Wallis mostré6 una P= 0,014; en el
analisis realizado para comparar los niveles de este mineral segun la severidad
de la patologia estimada de acuerdo al indice de Child-Pugh, se encontré que
los pacientes con un mayor grado de severidad tenian unas concentraciones
mas altas de Ca sérico que aquellos con menor grado de severidad como
puede observarse en la figura 10. Asi mismo, en el analisis de regresion de los
niveles séricos de Ca con los valores del indice Child-Pugh, se obtuvo una
tendencia al aumento de estos niveles segun aumenta el indice Child-Pugh
(P=0,052) como se observa en la figura 13. Estudios realizados con
anterioridad también muestran diferencias significativas atendiendo al indice

Child-Pugh, como el estudio de Wang y col. (2004) que hallé una disminucion
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en los niveles séricos de este mineral en los pacientes del grupo Child-Pugh C
frente a los pacientes del grupo Child-Pugh B. No obstante, otros estudios no
han encontrado variaciones en la concentracion sérica de Ca atendiendo al
grado de severidad de la enfermedad hepatica segun el indice Child-Pugh
(Miroliaee y col., 2010).

Estudios realizados atendiendo al factor densidad mineral del hueso,
también han hallado una correlacion entre la severidad de la patologia hepatica

en la cirrosis y la menor densidad mineral 6sea (Duan y col., 2004).

Tal y como recoge la tabla 25, se hall6 una correlacion entre las
concentraciones séricas del Ca con las de Mg y Se, en el analisis de regresién
y de los niveles de significancia por estimacion curvilinea realizados en los
pacientes cirroticos. En las figuras 14 y 17 pueden observarse estas

correlaciones.
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V. CONCLUSIONES

133



La metodologia analitica empleada para la determinacién de los
minerales (Se, Zn, Cu, Ca y Mg) en las muestras de suero de pacientes
cirroticos, resultd adecuada segun los resultados de los parametros

analiticos obtenidos.

La cirrosis hepatica esta asociada a variaciones significativas en el
metabolismo de los minerales estudiados, encontrandose niveles séricos
de Se, Mg y Ca disminuidos, y de Cu aumentados respecto a los

determinados en los controles sanos.

El grado de severidad de la patologia (indice Child-Pugh) es un factor
determinante de las concentraciones séricas de Mg y Ca en cirréticos: al
aumentar el indice de severidad se disminuyeron significativamente los

niveles de Mg y aumentaron los de Ca.

Los pacientes con mayor indice de severidad de la patologia,
presentaron niveles séricos de Zn significativamente mas bajos; a pesar
de ello la correlacion curvilinea (modelo cubico) entre los valores del
indice Child-Pugh y las concentraciones séricas de Zn mostraron un

tendencia a la significancia estadistica (P= 0.090) .

Los niveles séricos de Se en pacientes trasplantados (tan solo 4) fueron

significativamente inferiores.

Las concentraciones séricas de Se fueron significativamente superiores
en pacientes cirréticos hombres frente a mujeres, mientras que con el
indice de severidad sucedié lo contrario. Los niveles séricos de Se

fueron significativamente mas bajos en pacientes jovenes.

La concentracion sérica de Cu aumento significativamente con la edad

de los pacientes cirréticos.

Solo para el Zn, se en encontraron diferencias significativas segun el tipo

de complicacion manifestada por los pacientes: especificamente los que
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en el pasado presentaron ascitis mostraron niveles séricos de Zn
significativamente superiores a los que padecieron la complicacién de

bacteremia-sepsis.

El analisis de regresion curvilinea puso de manifiesto que los niveles
séricos de Se estuvieron significativamente correlacionados con los de
Zn y Ca (modelo tipo S), y con los de Mg (modelo potencia), en los

pacientes cirroticos.

10.Nuestros datos, al igual que otros obtenidos en estudios anteriores

11.

sostienen la idoneidad de la utilizacion de los niveles séricos de zinc y
cobre, y probablemente los de Se y Mg, como bio-indicadores del
estatus corporal en estos elementos. La asociacion de estos niveles
séricos a otros factores, constituyen herramientas utiles para el
diagnostico de diversas patologias hepaticas entre las que se encuentra

la cirrosis hepatica.

Como conclusion definitiva, nuestros resultados demuestran que varios
minerales, componentes fundamentales del sistema antioxidante del
organismo, se ven severamente afectados en la cirrosis, pudiendo verse
comprometida la actividad antioxidante corporal global, acelerando asi la

evolucion de la patologia cirrética.
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