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MECCANISMI PATOGENETICI
DEL DANNO EPATICO DA ALCOOL

MARIO UMBERTO DIANZANI

(DIPARTIMENTO Dl MEDICINA E ONCOLOGIA SPERIMENTALE,
SEZIONE DI PATOLOGIA GENERALE,
Corso Raffaello 30, 10125 Torino, Italia)

II meccanismo del danno epatico da alcool ha subito negli Ultimi tempi una seria revisione,
dopo la dimostrazione che in esso hanno parte processi radicalici. Cerchero in questa breve
nota di fare il punto della situazione, con particolare riferimento alle ricerche svolte nel mio
laboratorio.
Esistono due tipi di lesione epatica da etanolo: quella acuta e quella cronica. La prima si
manifesta dopo un'unica introduzione di dosi elevate di etanolo, che nel ratto sono dell'ordine
di 6-8 g/kg di peso corporeo. La seconda si verifica in soggetti trattati ripetutamente con
dosi anche non cosi elevate di alcool.
Il quadro morfologico è nettamente diverso nelle due condizioni; infatti nella prima esso è

sostanzialmente rappresentato da steatosi, in genere di tipo centrolobulare; la necrosi, mi-
surata in base al passaggio in circolo di enzimi di origini epatica ed osservata con metodi
morfologici, è assente. Nella seconda la steatosi si associa con alterazioni più gravi, che
consistono in necrosi, in comparsa della cosiddetta sostanza jalina alcoolica, concretata nei

corpi di Mallory, ed in processi flogistici che si sviluppano soprattutto intorno alle cellule
morte.
Gli studi intorno al meccanismo del danno sono quindi oggi soprattutto di due tipi: 1. quelli
tendenti a dimostrare I'intimo sviluppo della steatosi, ed in genere del danno acuto; 2. quelli
tendenti a comprendere le cause della cronicizzazione.
Oggi si sa (8, 9, 23, 25). che alla base del danno epatico da etanolo sta soprattutto il meta-
bolismo di questa sostanza, che si svolge soprattutto nell'epatocità e porta alia produzione
di acetaldeide, una sostanza la cui tossicita è maggiore di quella dell'etanolo stesso. Come
aldeide, la sostanza è infatti capace di reagire sia coi gruppi sulfidrilici, ed anche con quelli
dai quali dipende l'attività di numerosi enzimi, sia coi gruppi -NH2 contenuti in proteine o in

nucleotidi. Sia nel primo che nel secondo caso I'acetaldeide viene impegnata nella formazio-
ne di legami covalenti, che la fanno sparire materialmente dal mezzo, ma inducono anche la

scomparsa.'delle molecole partners, interessate nella formazione del legame covalente. Molti
autori ritengono che la distruzione per mezzo deN'acetaldeide di gruppi -SH o di gruppi -NH2
funzionalmente importanti giustifichi il quadro dell'intossicazione alcoolica dentro e fuori del
fegato. Questi autori usano appunto il termine aldeidismo per indicare il quadro complessivo
dell'intossicazione alcoolica (24).
I meccanismi per cui dall'etanolo si produce acetaldeide sono sostanzialmente quattro, e
cioè: 1. I'ossidazione ad opera della etanol-deidrogenasi NAD-dipendente. Questo enzima,
situato nella parte non strutturata del citoplasma, è inibito dal pirazolo, che appunto esercita
un certo grado di protezione nei confronti del danno da etanolo. Esso rappresenta, in condizioni

normali, il principale mezzo di distruzione dell'etanolo nell'epatocita. 2, I'ossidazione ad

opera del MEOS (microsomal ethanol oxidizing system), un sistema enzimatico situato nel
reticolo endoplasmatico liscio, e pertanto NAP-dipendente. Per mezzo di questo sistema
l'idrogeno sottratto all'etanolo passa sul NADP, e da questo su una flavoproteina, la quale lo
cede, direttamente o indirettamente, al citocromo P450, che a sua volta lo cede all'ossigeno.
Anche in questa circostanza il prodotto finale della reazione è acetaldeide. II MEOS, a lungo
discusso come reale meccanismo metabolico, è oggi sicuramente accettato dalla maggior
parte dei ricercatori. Si sa che il suo peso metabolico aumenta nei soggetti in cui il REL sia
stato indotto mediante trattamento con farmaci, od anche mediante ripetuto trattamento con
etanolo. 3. il sistema catalasi -H202, che ossida l'etanolo ad acetaldeide indirettamente.
L'H202 si forma dall'anione superossido 02.-, a sua volta prodotto a partire dal semichino-
ne della flavina contenuta nel REL. È probabile che la via della formazione dell'anione
superossido sia preferita nelle situazioni in cui l'entità della deidrogenazione dell'etanolo nel REL



16

supera la possibilità di smaltimento da parte del citocromo P450. In questo caso, il semichi-
none délia flavina potrebbe dar luogo aN'anione superossido, il quale potrebbe dar luogo ad
H202 catturando due elettroni. La catalasi, ove présente, ne genererebbe H20, mentre l'os-
sigeno potrebbe andare ad ossidare ulteriore etanolo ad acetaldeide. 4. I'H202 sfuggita al-
l'azione délia catalasi (che, del resto, è contenuta in particelle subcellular! diverse dal reti-
colo endoplasmatico liscio, e cioè nei perossisomi) puô d'altro canto generare radicali liberi
OH,, altamente reattivi e capaci di ossidare l'etanolo ad acetaldeide in via non enzimatica. I

radicali liberi si formano specialmente in presenza di Ferro, per mezzo délia reazione di Fen-
ton (H202 + Fe2+ Fe3+ + OH- + OH.), o anche per mezzo délia reazione di Haber-Weiss
(02 - + H202 +Fe3+ Fe2+ + OH- + OH. + 02). Poiché anche queste reazioni usano
H202 ed anione superossido, si puo supporre che esse svolgano funzione rilevante specialmente

nelle condizioni di eccesso dell'etanolo nel sistema, rispetto aile possibilità di smaltimento

da parte del citocromo P450.
In ogni caso, il prodotto finale delle quattro vie metaboliche è l'acetaldeide, e ciô sembra a
prima vista giustificare l'opinione di chi crede che il quadro tossico deN'etiiismo sia piuttosto
da indicare col nome di aldeidismo. In linea con questa convinzione stanno alcuni fatti, e
cioè prima di tutto il fatto che gli inibitori délia etanoldeidrogenasi, corne il pirazolo, riducono
il danno epatico da alcool, e poi anche la constatazione che il danno epatico è sostanzial-
mente minore, anche se non scomparso, in specie animali mancanti di etanoldeidrogenasi,
come i cosiddetti « deermice » usati nella sperimentazione dal gruppo di Lieber.
Inoltre, sono stati osservati modesti aumenti di tossicità dell'etanolo in soggetti umani con-
genitamente privi di aldeide deidrogenasi, il principale enzima capace di demolire l'etanolo
stesso. In realtà, l'aldeide deidrogenasi non è l'unico enzima capace di distruggere l'aldeide.
Di esso stesso esistono numerose forme diverse, sia solubili, che legate alle membrane,
provviste di diverso km di diversa affinité per il substrato.
Inoltre, in anaerobiosi l'acetaldeide viene ridotta ad etanolo ad opera délia etanoldeidrogenasi.

Una certa quota, per di più, sparisce dal mezzo anche in presenza di pirazolo in
anaerobiosi, cioè in condizioni di non funzionamento né délia etanoldeidrogenasi né délia acetaldeide

deidrogenasi, per cui altre vie demolitive sembrano possibili.
Le vie metaboliche 3. e 4. sopra elencate presuppongono la formazione di radicali liberi os-
sidanti, dotati di notevole reattività, come l'OH. e, in minore misura, l'02.~. Quest'ultimo, re-
lativamente poco reattivo in mezzo acquoso, è solubile nei lipidi, ove aumenta la sua reattività.

A livello delle membrane, quindi, esso puô meglio espletare la sua azione pro-ossidante.
Questo fenomeno puô forse spiegare l'innesco délia perossidazione lipidica, descritto dal

gruppo di Di Luzio (11-13) e dal mio collaboratore Comporti (6) molti anni fa, ed ormai ac-
certato dopo numerose controversie. Il gruppo di Di Luzio, infatti, aveva descritto un effetto
protettivo sulla steatosi acuta da etanolo da parte di antiossidanti, corne l'esacromanolo ed
il DPPD. Comporti e coll. avevano dimostrato che in realta l'aggiunta di etanolo ad omogena-
ti di fegato normale, o il trattamento in vivo con etanolo, erano capaci di aumentare la produ-
zione di malonildialdeide da parte degli omogenati stessi.
Recknagel e coll. (19), per altro, non riuscirono a dimostrare la comparsa délia banda délia
coniugazione dienica, caratteristiche dei lipidi perossidati, nei fosfolipidi microsomiali degli
animali trattati, ed esclusero pertanto l'intervento di meccanismi perossidativi indotti dal-
l'etanolo. Dopo ricerche del nostro laboratorio che confermarono sia il dato di Comporti che
quello di Recknagel (8-10, 44), sono venute numerose conferme, specialmente nel danno
cronico da etanolo (16, 20-22, 25-30, 37, 38, 40, 41, 45-48). Usando il metodo délia doppia
derivata in spettrofotometria, Corongiu e coll. (7) sono stati poi capaci di dimostrare la
formazione di un sia pur tardivo legame dienico coniugato anche nella lesione acuta da etanolo.

Oggi si sa che lo stimolo délia perossidazione lipidica indotto dall'etanolo è reale, e non
ha rapporto con la formazione di acetaldeide, la quale avrebbe potuto operare diminuendo la
concentrazione di gruppi sulfidrilici facilmente reattivi fino ad un livello al di sotto di quello
capace di prevenire i processi perossidativi stessi (8). L'acetaldeide, che non reagisce
come tale con acido tiobarbiturico, non reagisce infatti, aile concentrazioni usate, corrispon-
denti a quelle che possono formarsi in vivo, neanche con GSH. Il GSH présente si converte
integralmente a GSSG via via che il processo perossidativo si sviluppa, indipendentemente
dalla formazione di acetaldeide. Lo studio dell'intero spettro di aldeidi che si producono nel
corso délia perossidazione lipidica stimolata da etanolo, mediante HPLC, ha dimostrato che
la malonildialdeide non è l'unica aldeide prodotta (8, 35, 36). Infatti lo spettro di aldeidi pro-
dotte assomiglia qualitativamente sia a quello che si produce nella perossidazione stimolata
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da Ferro, sia in quella stimolata da CCI4, pur sussistendo, specie rispetto a quest'ultimo
caso differenze di ordine qualitativo. La produzione di aldeidi del tipo più tossico, e cioè della
serie 4-idrossi-2,3-trans-alchenalica, è notevole anche nel caso della perossidazione lipidi-
ca stimolata da etanolo. II segnale del radicale libera lipodienilico è facilmente dimostrabile,
mediante tecniche di spin trapping con uso di piridin-N-ossido, tert-butil-nitrone, anche in un
sistema di epatociti isolati in presenza di Ferra (1, 2).
In animali trattati con etanolo, come anche con epatociti isolati in presenza di etanolo e di
Ferra, è stato pero possibile mettere in evidenza anche la formazione di un radicale libera
idrossietilico (CH3-C. H-OH). Che si tratti proprio di questo radicale è dimostrato dal fatto
che il segnale relativo appare sdoppiato quando, al posto dell'etanolo contenente tutti i Car-
boni di tipo C12, si usi un etanolo col Carbonio 1 rappresentato da un C13 (I, 2).
Queste ricerche dimostrano che la patologia da etanolo è caratterizzata daU'intrecciarsi fra
un meccanismo tossico in rapporto con la produzione di acetaldeide ed un meccanismo ra-
dicalico, a sua volta generatore di prodotti tossici. I radicali liberi sono di due tipi, e cioè deri-
vati radicalici dell'ossigeno e derivati invece dei lipidi insaturi. È difficile per ora quantificare
quanto nel meccanismo del danno spetti ai primi, e quanto ai secondi, in via diretta o attra-
verso i prodotti di degradazione dei lipidi perossidati. Corne si è detto, i radicali liberi dell'ossigeno

hanno semivita molto breve. L'OH. è cosi reattivo che si esaurisce dove si forma. Il

danno da esso prodotto è pertanto da immaginarsi a livello del reticolo endoplasmatico o
nelle sue immediate adiacenze. L'02- è più stabile in acqua, ed appunto per questo puô
portare la sua carica lesiva un po' più lontano. La presenza nella parte solubile dell'omoge-
nato della superossido dismutasi è perô garanzia che il danno da esso provocato non puô
spingersi tanto lontano. L'02.- che si scioglie nei lipidi ha vita più breve, ed è quindi con tut-
ta probabilita questo il meccanismo deN'innesco della perossidazione lipidica. Altra causa
favorente questo innesco puô anche essere rappresentata dalla presenza di Fe; questo ca-
tione stimola fortemente la perossidazione lipidica quando è in forma ridotta. Durante l'ossi-
dazione dell'etanolo, perô, la forma ridotta si genera facilmente da quella ossidata in

presenza di anione superossido grazie ad una reazione di Haber-Weiss. Da notare che non è
escluso che anche il Ferro contenuto in strutture organiche, corne quello présente nell'eme
o nella ferritina, possa entrare in gioco (18, 31) in questo tipo di reazione. Ed è ancora tutta
da studiare l'importanza del radicale libera idrossietilico da questo punto di vista.
La formazione di questo radicale libera è con tutta probabilité in gran parte dipendente proprio

dall'interazione diretta dell'etanolo con l'OH. La connessione con la serie di reazioni che
avvengono nel sistema ossidativo microsomiale è dimostrata sia dal fatto che il segnale è
più forte ed intenso in animali pretrattati con fenobarbital o con lo stesso etanolo (e quindi
con sistema microsomiale « indotto »), sia dal fatto che gli inibitori della catena monoossige-
nasica, corne l'SKF 525 A ed il p-cloromercuribenzoato, ne riducono consistentemente la
formazione. Inoltre, il CO, che blocca l'attività del citocromo P450, svolge anch'esso azione
inibitoria. Che la formazione del segnale sia in rapporto soprattutto con la formazione del
radicale libera OH. si evince da vari risultati sperimentali. Prima di tutto, l'aggiunta al mezzo di
mannitolo o di benzoato, noti « scavengers » dell'OH., pressoché sopprime la formazione del
segnale. Risultato simile ha l'aggiunta di catalasi, la quale sottrae l'H202 alla reazione di
Haber-Weiss, prevenendo cosi la formazione di OH. L'aggiunta invece di azoturo di sodio,
che inibisce la catalasi endogena, fa aumentare considerevolmente l'intensité del segnale.
L'aggiunta di Fe2+ stimola fortemente la sua formazione, mentre il trattamento con desferal,
un chelante del Ferro, la riduce a valori molto bassi. Non si puô quindi affermare che il radicale

libera idrossietilico non si formi in alcuna misura a livello della deidrogenazione enzima-
tica dell'etanolo, ma si puô certamente dire che la quantité eventualmente formatasi in que-
sta tappa è minima rispetto a quella formatasi nelle tappe successive, che coinvolgono il

Ferra e portano alla formazione di OH.
Nonostante che la formazione dei radicali liberi 02-, OH. e idrossietilico durante la metabo-
lizzazione dell'etanolo nel MEOS sia oggi sufficientemente provata (vedi anche 3-5, 32, 34),
non si puô dare ancora nessuna indicazione sul valore quantitative del danno indotto diret-
tamente da questo meccanismo sulle cellule. Probabilmente il danno è limitato nell'intossi-
cazione acuta, ove la quantié di sostanze antiossidanti presenti puô essere sufficiente ad
estinguere i radicali liberi via via che si formano. Sappiamo che legami covalenti di derivati
dell'etanolo si formano con protidi e forse con lipidi dopo il trattamento, ma non sappiamo
ancora quanta parte di questi legami covalenti coinvolga l'acetaldeide e quanta parte invece
coinvolga il radicale libera idrossietilico in via diretta.
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II secondo tipo di reazione radicalica che si sviluppa dopo trattamento con etanolo è quello
connesso con l'innesco della perossidazione lipidica. Questo meccanismo puö portare a

sua volta alla formazione di legami covalenti dei lipidi attivati con proteine o con altri lipidi,
ma puô anche agire disintegrando morfologicamente e funzionalmente le membrane cellulari
in cui il processo si inizia. Inoltre, dalla perossidazione lipidica prendono origine aldeidi ben
più tossiche e reattive dell'acetaldeide, e specialmente quelle della serie 4-idrossi-1,2-
trans-alchenalica. Tra queste aldeidi, il 4-idrossi-nonenale prevale quantitativamente sul
4-idrossi-esenale e sul 4-idrossi-undecenale, che pure si formano in quantité di un certo ri-
lievo (14, 35). II 4-HNE è stato dimostrato capace di svolgere una serie di azioni inibitorie su
enzimi e su protidi -SH, ed anche alcune azioni di stimolo su certi enzimi. Le azioni inibitorie
si svolgono, in vitro, a concentrazioni relativamente elevate per un biochimico, comprese fra
10-4 e 10-5 M: tra gli enzimi inibiti, ricordo il sistema per la sintesi proteica, quello per la
sintesi delle poliamine (inibito sia a livello della ODC che della SAMD), alcuni enzimi lisoso-
miali, la DNA- e la RNA-polimerasi, e numerosi altri. Fra le proteine funzionali, ricordo l'inibi-
zione della tubulina (17), che avviene per concentrazioni fra 10 e 100 volte più piccole ri-
spetto a quelle necessarie nel caso dell'acetaldeide. Le aldeidi sono anche capaci di bloc-
care la « secrezione » nel mezzo di lipoprotéine da parte di epatociti isolati, ed anche in questo

caso il 4-HNE è l'aldeide più attiva. Questa azione potrebbe entrare in gioco nel meccanismo

déterminante la steatosi acuta, collaborando pero con vari altri, probabilmente più im-
portanti, corne l'aumento dell'arrivo al fegato di acidi grassi non esterificati conseguente alio
stress e l'aumentata sintesi locale di acidi grassi di nuova formazione a partire dall'acetil-
CoA, in seguito all'aumentare del rapporto fra piridinnucleotidi ridotti e piridinnucleotidi ossi-
dati (23, 24). È poi anche possibile che all'accumulo acuto di grasso collabori il blocco della
sintesi delle apolipoproteine, come suggerisce il gruppo di Perin (33). Fra le azioni dell'HNE
ce ne sono alcune caratterizzate da stimolo a certe attività, anzichè da inibizione. Due, fra le
altre, vanno segnalate: I. la stimolazione dell'adenilciclasi delle plasmamembrane isolate,
che si svolge a concentrazioni di 10-6/10-7 M, che possono trovarsi all'interno degli epatociti

dopo somministrazione di etanolo; II. lo stimolo alla chemiotassi, studiato a Torino da M.

Curzio, che si svolge anch'esso a concentrazioni estremamente piccole, sicuramente realiz-
zabili nel fegato di animali intossicati, e certamente intorno alle cellule morte, in cui la
perossidazione lipidica aumenta anche in conseguenza della necrosi. Non possiamo affermare
con certezza che sia questo il meccanismo dell'aumento dei granulociti nel fegato dell'etili-
sta cronico, ma la cosa appare possibile.
È invece impossibile per il momento precisare quanta parte svolga la perossidazione lipidica
nel meccanismo del danno acuto, cosi corne non è possibile quantificare la parte svolta dai
radicali liberi dell'ossigeno, da quello dell'etanolo o dall'acetaldeide. Non ritengo pero che la

perossidazione lipidica sia essenziale per lo sviluppo della steatosi, che potrebbe essere
giustificata, corne si è visto, anche con altri meccanismi. La presenza delle reazioni radicali-
che nel danno acuto, ove non c'è necrosi, dimostra comunque che queste non sono la
conseguenza della morte cellulare, ma la precedono.
L'intervento patogenetico dei Processi radicalici nel danno epatico cronico è invece abbon-
dantemente documentato, non solo negli animali di laboratorio, ma anche negli etilisti croni-
ci. Ricordo, da questo punto di vista, la dimostrazione da parte del gruppo di Gentilini del-
l'aumentata espirazione di etano e pentano da parte di cirrotici etilisti, in confronto a cirrotici
post-epatitici ed a soggetti normali (30). II problema è quindi quello del modo in cui i Processi

perossidativi, già presenti nella lesione acuta, possano assumere importanza rilevante nel
danno cronico. Per spiegare questo punto, si possono fare soltanto delle ipotesi. Una prima
ipotesi è che i successivi inneschi radicalici portino ad un progressivo esaurimento delle
sostanze antiossidanti contenute nelle cellule, in modo da impedire la loro funzione di spegni-
mento della reazione a catena. In realtà, il contenuto di GSH tende a diminuire nel fegato degli

animali trattati cronicamente (14, 15, 28, 41, 46, 48); ne resta perd sempre una quantité
che ritengo sufficiente a bloccare l'innesco perossidativo. Effetti protettivi nei riguardi del
danno da etanolo sono esercitati dalla vitamina E, l'antiossidante liposolubile concentrato
nelle membrane. Poiché l'etilista cronico présenta anche disturbi alimentari e difetti di as-
sorbimento, non è impossibile che il fenomeno dell'innesco perossidativo sia in essi in

rapporto con una diminuzione del contenuto di vitamina E nelle membrane. La vitamina E, senza
dubbio, riduce la necrosi indotta da eventi perossidativi, come quella conseguente al trattamento

con CCI4 o con ADP-Ferro di epatociti isolati (36). Non è pero da escludere che il di-
fetto nutritivo giochi anche in altro modo nel favorire i processi perossidativi. È stata infatti
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dimostrata, negli etilisti cronici, l'esistenza di un deficit relativo di colina (38, 42, 43). Questa
carenza pud portare alia sostituzione nei fosfolipidi di membrana della fosfatidilcolina con
fosfatidilserina o con fosfatidiletanolamina. Comporti e coll. hanno dimostrato che, nei caso
del CCI4, l'innesco perossidativo comincia sempre a partire da queste strutture, più che da
quelle contenenti colina. Un arricchimento di cefaline, quindi, potrebbe favorire il processo
perossidativo. Non è pero neanche da escludere che nei trattamento cronico si verifichino, a
lungo andare, anche difetti nei processi di smaltimento delle aldeidi. Ciô vale sia per I'ace-
taldeide che per le aldeidi provenienti dalla perossidazione lipidica. Cio potrebbe risultare in

un potenziamento dell'azione delle aldeidi Stesse e dei loro effetti.
Non è poi neanche da escludere la possibilité di interventi nutrizionali di altro tipo, come un
aumento dell'assorbimento del Ferro, che stimola la perossidazione lipidica (29), torse per
azione diretta dell'etanolo a livello degli enterociti, o come una diminuzione negli alimenti
dello Zinco che invece la inibisce. È ipotizzabile anche una collaborazione della carenza
alimentäre di Selenio, che è parte intégrante di un sistema capace di distruggere i lipoperossi-
di, quello deila glutatione-perossidasi; e non si puo escludere che, a lungo andare, il deficit
alimentäre proteico porti a diminuire sintesi della parte proteica di enzimi svelenanti. Tutte
queste ipotesi nutrizionali sono state recentemente discusse da Golden per spiegare la pa-
togenesi delle lesioni epatiche nei marasma da kwashiorkhor, ma appaiono valide come ar-
gomento di discussione e di indagine anche in quello del danno cronico da etanolo.
Occorre quindi approfondire I'indagine per verificare e valutare I'importanza patogenetica,
nei quadro globale, dei processi radicalici e delle condizioni che Ii favoriscono. Ciononostan-
te, si puo affermare ormai fin da ora che la iesione epatica da etanolo è da annoverare nei
gruppo di quelle coinvolgenti la formazione di radicali liberi.
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Figura 1.

Spettri E.S.R. dell'addotto fra l'idrossietil radicale e lo spin trap 4-piridil-N-ossido-t-butil ni-
trone (4-POBN) ottenuti in microsomi di fegato di ratto incubati con etanolo ed etanolo mar-
cato con isotopo 13 carbonio corne riportato nella referenza (1
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