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Analisis del efecto del consumo
cronico de alcohol en el desarrollo de
resistencia a la insulina ligada a una
posible alteracion en los niveles de
adiponectina en sangre

Resumen

El lipopolisacdarido es el principal
componente de la pared celular de todas
las bacterias Gram negativas, las cuales
forman parte de la flora intestinal. Se ha
establecido que en los humanos, el con-
sumo excesivo de alcohol estd asociado
con una aparicién transitoria de lipopo-
lisacarido en la circulacién sanguinea de
personas sanas. Los monocitos y los ma-
créfagos presentes de manera abundante
en el bazo, son las principales células
que unen al lipopolisacdrido a través del
receptor TLR4, esto desencadena una
gran produccién de citocinas inflamato-
rias como el TNF-a, IL-1 e IL-6. Estudios
recientes han demostrado que el TNF-a
reduce la expresién de la adiponectina.
La adiponectina es una hormona produ-
cida principalmente por el tejido adiposo,
necesaria para evitar la resistencia a la
insulina. El objetivo de este frabajo, fue
estudiar el efecto del consumo crénico de
alcohol, en el desarrollo de resistencia a
la insulina ligada a una posible alteracién
en los niveles de adiponectina en sangre.
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Abstract

Lipopolysaccharide is the main com-
ponent of the cellular wall of all Gram-
negative bacteria, which are part of the
intestinal flora. It has been established
that excessive consumption of alcohol by
humans is related fo a transient occur-
rence of Lipopolysaccharide in the blood
circulation of healthy people. Monocytes
and macrophages, abundantly present in
the spleen, are the main cells that unite
the Lipopolysaccharide through de TLR4
receptor. This triggers a large produc-
tion of inflammatory cytokines such as
TNF-a., IL-T and IL-6. Recent studies have
demonstrated that TNF-a reduces the ex-
pression of adiponectin. Adiponectin is a
hormone produced mainly by the adipose
tissue, which is needed to avoid insulin
resistance. The objective of this research
was to study the effect of chronic alcohol
consumption in the development of insulin
resistance linked to a possible change in
adiponectin levels in the blood.

Introducciéon

Résumé

Le lipopolysaccharide est le prinicipal
composant de la paroi cellulaire de toutes
les bactéries Gram négatives qui forment
partie de la flore intestinale. Il a été établi
que chez les humains, la consommation
excessive d’alcool est associée & une ap-
parition transitoire de lipopolysaccharide
dans la circulation sanguine de personnes
saines. Les monocytes et macrophages pré-
sentes de maniére abondante dans la rate,
sont les principales cellules qui unissent
le lipopolysaccharide par I'intermédiaire
du récepteur TLR4, ce qui provoque une
grande production de cytokines inflam-
matoires comme le TNF-a, IL-1 et IL-6.
Des études récentes ont montré que le
TNF-a réduit I'expression de I'adiponectine.
adiponectine est une hormone produite
principalement par le tissu adipeux et qui
est nécessaire pour éviter la résistance
a l'insuline. Lobijectif de ce travail a été
d’étudier I'effet de la consommation chro-
nique d’alcool, dans le développement de
résistance & l'insuline liée & une possible
altération dans les niveaux d” adiponectine
dans le sang.

El alcoholismo es un problema comin entre diversos grupos de gente jo-
ven (Francis, Grosskurth, Changalucha, Kapiga, Weiss, 2014), su consumo
esta asociado con un nivel elevado de mortalidad debido a problemas
secundarios ligados a la enfermedad hepatica (Roman, Zepeda-Catrrillo,
Moreno-Luna, Panduro, 2013). En los pacientes alcohdlicos la enferme-
dad de higado se ha atribuido al elevado nivel de citocinas inflamatorias
(McClain, Barve, Deaciuc, Kugelmas, Hill, 1999). El presente trabajo de
investigacion se apoya en el hecho de que el consumo de alcohol estimu-
la la translocacién del lipopolisacarido LPS a través del intestino (Fukui,
Brauner, Bode, Bode, 1991). Esta molécula es el principal componente
de la pared celular de todas las bacterias Gram negativas, y es capaz
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de mimetizar una infeccién bacteriana y provocar
una respuesta inflamatoria aguda. La translocacion
del LPS a través de la barrera epitelial del intestino
se ha descrito como una difusiéon simple a través de
las uniones estrechas entre las células adyacentes
(Keshavarzian, Farhadi, Forsyth, Rangan, Jakate,
Shaikh, Banan, Fields, 2009). Se ha demostrado que
las personas con ingestién crénica de alcohol presen-
tan un sobrecrecimiento de la microflora respecto a
los individuos que no consumen alcohol (Artis 2008;
Hauge, Persson, Danielsson, 1997). Lo anterior trae
como resultado para las personas alcohdlicas una
mayor produccién de LPS por parte de las bacterias
Gram negativas y un incremento en la translocaciéon
de este compuesto hacia la sangre (Artis, 2008;
Kirpich, Solovieva, Leikhter, Shidakova, Lebedeva,
Sidorov, Bazhukova, Soloviev, Barve, McClain, Cave,
2008; Mutlu, Keshavarzian, Engen, Forsyth, Sikaroodi,
Gillevet, 2009). Las principales células que unen al
LPS son los macréfagos y los monocitos a través de
la estimulacién principalmente del receptor TLR4 lo
cual activa una cascada de sefalizacién intracelular
que provoca la produccién y liberacion de citocinas
tales como TNF-q, IL-1, IL-6, e IL-10 (Van der Bruggen,
Nijenhuis, Van Raaij, Verhoef, Van Asbeck, 1999). Estas
citocinas producen un estado oxidativo que provoca
un dano al tejido del huésped (Mittal, Siddiqui, Tran,
Reddy, Malik, 2014). El higado contiene una gran can-
tidad de macréfagos, llamados células Kupffer, mien-
tras que el bazo es un reservorio de una gran cantidad
de monocitos, los cuales estan listos para contactar
el LPS y fagocitar a las bacterias que se encuentran
contaminando la sangre (Swirski, Nahrendorf, Etzrodt,
Wildgruber, Cortez-Retamozo, Panizzi, Figueiredo,
Kohler, Chudnovskiy, Waterman, Aikawa, Mempel,
Libby, Weissleder, Pittet, 2009). La adiponectina, es
una proteina sérica producida por el tejido adiposo
blanco (Fu, Luo, Klein, Garvey, 2005), la cual parti-
cipa en la homeodstasis de la glucosa al actuar sobre
higado y musculo esquelético (Yamauchi, Kamon, Ito,
Tsuchida, Yokomizo, Kita, Sugiyama, Miyagishi, Hara,
Tsunoda, Murakami, Ohteki, Uchida, Takekawa, Waki,
Tsuno, Shibata, Terauchi, Froguel, Tobe, Koyasu, Taira,
Kitamura, Shimizu, Nagai, Kadowaki, 2003). Esta adi-
poquina previene la ateroesclerosis (Lihn, Pedersen,
Richelsen, 2005).
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Se ha observado que los niveles de la adiponecti-
na son bajos en individuos obesos, en pacientes con
diabetes tipo 2 y en aquéllos quienes presentan resis-
tencia a la insulina (Lihn et al 2005). Estudios recientes
han demostrado que el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) disminuye la expresion de la adiponectina en
los adipocitos, ya que esta adipoquina impide que el
factor de transcripcién C/EBP-beta se una al promotor
de esta citocina (Kita, Yamasaki, Kuwahara, Moriuchi,
Fukushima, Kobayashi, Fukushima, Takahashi, Abiru,
Uotani, Kawasaki, Eguchi, 2005). El objetivo de este
estudio fue evaluar si el consumo crénico de alcohol
en ratas ocasiona una disminucién de la concentra-
cién de la adiponectina en la sangre y esto favorece
una resistencia a la insulina.

Desarrollo

Materiales y métodos

Animales

Los experimentos se realizaron con un grupo control
de 10 ratas Wistar 5 hembras y 5 machos de 4 meses
de edad. Los animales fueron alimentados a libre
saciedad (ad libitum). Al inicio se procedi6 a cortar la
cola de las ratas y a ordenar de manera manual para
obtener muestras de sangre la cual fue utilizada para
realizar la determinacién de glucosa y adiponectina.
Posteriormente se les dio a beber agua con etanol al
14%, durante 6 semanas. En la literatura la dosis mas
alta administrada a ratas es del 30% pero en las con-
diciones de esta investigaciéon a concentraciones de
etanol por arriba del 14 % las ratas se resisten a con-
sumir la solucién alcohdlica, por esa razén se decidio
utilizar una concentracién del 14% (Sari, Bell, Zhou,
2006; Venkatraman, Shiva, Davis, Bailey, Brookes,
Darley-Usmar, 2003). Al terminar las seis semanas
de tratamiento, se procedié nuevamente a cortar la
cola de las ratas y a ordenar de manera manual para
obtener muestras de sangre y con ella realizar las
determinaciones anteriormente mencionadas. En el
manejo de los animales se siguieron las especificacio-
nes técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z0O0-1999 poniendo especial cuidado en lo
referente a las Instalaciones, analgesia y anestesia de
los animales y en lo respectivo a la administraciéon de
fluidos y sustancias.
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Mediciéon de adiponectina

La medicién sérica de adiponectina se llevé a cabo
utilizando el kit abcam Adiponectin Rat elisa kit
(ab108784) el cual contenia una placa de 96 pozos
recubierta con un anticuerpo especifico contra la
adiponectina de rata. Los estandares y las muestras se
colocaron en los pozos y se incub6 durante una hora
para permitir la unién de la adiponectina al anticuerpo
especifico. Se realizaron lavados y se adicion6 un an-
ticuerpo biotinilado dirigido contra la adiponectina en
una de las placas. Después de lavar y retirar el exceso
del anticuerpo biotinilado se adiciono estreptavidina
conjugada a peroxidasa de rdbano. Los pozos fueron
lavados nuevamente y luego se adicioné el sustrato
TMB. El color desarrollado fue proporcional a la con-
centracion de adiponectina unida al anticuerpo. Se
utilizé finalmente una solucién que cambié el color
azul al color amarillo, cuya intensidad fue medida
a una longitud de onda de 450 nm con ayuda de un
lector de ELISA (iMark microplate absorbance reader,
BIO-RAD, Cat. 168-1130, Hercules, CA, U.S.A.) yla lec-
tura de la absorbancia se realiz6 30 min después de
adicionar la solucién “stop”.

Curva de tolerancia a la insulina

El andlisis del efecto crénico del etanol en el desa-
rrollo de resistencia a la insulina se realiz6 utilizando
dos grupos de animales, uno que permanecio libre
de consumo de bebida alcohdlica y un grupo al que
se le di6 de beber etanol disuelto en agua a una con-
centracién del 14% durante 6 semanas. Debido a que
la administracién peritoneal de insulina disminuye
mucho los niveles de glucosa en sangre, la prueba de
tolerancia a la insulina se realiz6 de manera pospan-
drial, es decir, se permiti6 a los animales comer hasta
el momento de realizar la prueba. Se midi6 la glucosa
antes de aplicar la insulina con ayuda de un glucéme-
tro marca Contour. Primeramente se procedio a cortar
el extremo de la cola de la rata para obtener una gota
de sangre y medir la glucosa. Posteriormente se aplicd
0.08 unidades de insulina (Humulin 100 Ul/mL de la
marca Eli Lilly y compania de México S.A de C.V.) por
inyeccion intraperitoneal por cada 100 gramos del
peso de la rata y se midio la glucosa en ambos grupos
de animales a los 0, 30, 60, 120 y 180 minutos post
administracién de la insulina.

Analisis del efecto del consumo crénico de alcohol ...

Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media del error
estandar (+ EE). Todos los andlisis estadisticos se
realizaron, utilizando el software package SPSS 17.0.
La prueba estadistica utilizada para el analisis de
adiponectina fue la de T-Student en la cual se consi-
der6 como una diferencia estadistica cuando la p fue
menor a 0.05. Las graficas se obtuvieron utilizando el
software GrahPad Prism.

Resultados

En la figura 1 puede apreciarse un promedio de
adiponectina en suero de 99.40 ng / mL = 3.168 DE
(desviacion estandar) en el grupo control, contra un
96.13 ng/ mL = 1.462 DE del grupo tratado con etanol
sin encontrar una diferencia estadistica significativa
p=0.47 (p es la probabilidad de error al comparar dos
0 mas muestras o grupos cuando es seguro que am-
bos son diferentes. p < 0.05 significa que se tiene un
5% de probabilidades de error en las conclusiones).

Adiponectina plasmatica

Adiponectina
120-

1004 I

80+

60+

ng/ml

Con'trol Etanol
Grupos

Figura 1. Andlisis del consumo crénico de etanol en la liberacién de insu-

lina al forrente sanguineo en ratas wistar.

La adiponectina mejora la sensibilidad a la insuli-
nay ayuda a disminuir los niveles de glucosa (Lihn et
al 2005). Se procedi6 a analizar el efecto del consumo
crénico de etanol en la sensibilidad a la insulina a
través de una prueba de tolerancia a esta hormona.
En la figura 2A se observo que la dindmica de con-
centraciones de glucosa no vari6 antes y después de
administrar la carga de insulina en los grupos control
y problema.
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A) Prueba de Sensibilidad a la Insulina
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Figura 2. Prueba de sensibilidad a la insulina
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del drea bajo la curva en unidades arbitrarias mediante el método trapezoidal.

Para realizar la cuantificacién de la respuesta a la
insulina durante la prueba de tolerancia a esta hormo-
na, se obtuvo el area bajo la curva en unidades arbitra-
rias a través del método trapezoidal. En la figura 2B, se
puede observar que el grupo control presenta un area
bajo la curva de 7527 con una desviacion estandar de
1165, mientras que el grupo problema presenta un
area bajo la curva de 7064 con una desviaciéon estan-
dar de 726.5 sin presentar una diferencia estadistica
significativa p=0.29

Discusion

La inflamacién estd mediada principalmente por el
sisterna inmunolégico innato, se trata de una respues-
ta fisiolégica al dafio que pueden sufrir los tejidos o
como un proceso desencadenado por una infeccién
(Matzinger, 2002; Medzhitov, 2008). Como respuesta
ante estos estimulos, los macréfagos, liberan citoci-
nas proinflamatorias que estimulan el reclutamiento
de mas macrofagos y neutréfilos al sitio de dano,
incrementando la permeabilidad vascular tanto del
plasma como de las proteinas plasmaticas (Tan y
Kagan 2014).

El sistema inmunolégico innato, mediado por los
receptores tipo Toll (TLRs), es el principal mecanismo
de defensa que protege a los animales de patégenos
invasores. Los TLRs son una familia de receptores
que reconocen moléculas patrén (pattern recognition
receptors, PRRs), los cuales son activados durante una
infeccién por un grupo de moléculas patrén asociadas
a patégenos (pathogen-associated microbial patterns,
PAMPs) como el lipopolisacarido LPS, asi como mo-
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léculas patrén asociadas a dano (damage associated
molecular patterns, DAMPSs).

Los TLRs al ser estimulados por su ligando, desen-
cadenan una via de sefalizacion especifica, en la cual
participan moléculas adaptadoras y proteinas kinasas.

Esta via de senalizacion activa la transcripcion de
una gran cantidad de genes que codifican citocinas
inflamatorias tales como la IL-1 y el TNF-q, los cua-
les generan la respuesta inflamatoria. (Medzhitov,
Preston-Hurlburt, Janeway, 1997)

En el tracto gastrointestinal habitan aproxima-
damente 1014 microorganismos, en su mayoria co-
mensales (Artis 2008; Kelly, Conway, Aminov, 2005;
Othman, Agiiero, Lin, 2008; Mai y Draganov 2009).
Como se mencioné en la introduccién, el LPS es un
componente de pared celular de las bacterias Gram
negativas como la Escherichia coli que es el principal
comensal que predomina en tracto gastrointestinal
(Bentley y Meganathan 1982). En los humanos el con-
sumo de alcohol esta asociado con un incremento en
la permeabilidad del LPS y de acuerdo a la literatura
se requiere de una abstinencia en el consumo de
etanol para regresar a niveles basales (Bjarnason,
Peters, Wise, 1984). Es recomendable en este tipo de
estudios evaluar el efecto del consumo crénico de
etanol con respecto a los niveles de LPS en el suero
sanguineo de las ratas como un control positivo de la
investigacion. De acuerdo a lo reportado en la litera-
tura se esperaria un incremento de LPS en la sangre
de las ratas después del tratamiento con el alcohol.
También es recomendable verificar la concentraciéon

de TNF-o, antes y después del tratamiento con etanol.
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De acuerdo a los antecedentes deberia registrarse
un incremento de su produccién por el consumo de
etanol crénico. De acuerdo a los resultados obtenidos
en este trabajo, el consumo crénico de alcohol en las
ratas no afecta los niveles de adiponectina en sangre.
Los niveles de adiponectina son importantes ya que
entre mas alta es su concentracion se manifiesta una
mejor respuesta a la insulina (Lihn et al 2005). La nula
variacién de los niveles de adiponectina en el grupo
de ratas antes y después de tratarla con el etanol de
manera crénica, correlaciona con el mismo efecto
que tiene la prueba de sensibilidad a la insulina en
los dos grupos de animales control y problema ya que
se observo la misma dindmica en la variacion de glu-
cosa a través de las tres horas en las que se realiz6 la
prueba de sensibilidad a la insulina. Es probable que
sea necesario incrementar la cantidad de alcohol que
consumen las ratas para poder observar un efecto. Es
posible que el corte de la cola de las ratas provoque
en los animales un estrés. El estrés forma parte de una
respuesta llamada lucha 6 huida, y es estimulada por
dos hormonas producidas por la médula suprarrenal,
la adrenalina y la noradrenalina, estas hormonas
actiian directamente sobre varios tejidos proporcio-
nando al organismo un gran estimulo bioenergético.
La adrenalina y la noradrenalina, incrementan la tasa
de degradacién de glucégeno en el higado favore-
ciendo el incremento de la glucosa en la sangre y en
los musculos esqueléticos favorecen la liberacién de
glucosa. Por otra parte en los adipocitos estimulan la
liberacion de acidos grasos. Tanto la glucosa como los
acidos grasos liberados entran en circulacién sangui-
nea para ser aprovechados como combustible por el
organismo (Sherwin y Sacca 1984). Si bien al cortar la
cola de las ratas el estrés puede afectar los niveles de
glucosa medidos experimentalmente, del analisis final
de los resultados puede obtenerse una conclusion, ya
que tanto el grupo control como el grupo problema
estan sometidos al mismo estrés y el efecto de la
adrenalina y la noradrenalina es similar en ambos
grupos, de esta manera, si existe alguna diferencia en
los niveles de glucosa puede atribuirse solamente al
efecto inflamatorio causado por el consumo del alco-
hol en el grupo tratado con etanol. En las condiciones
establecidas para el presente experimento con las
ratas, se considera que la concentracion de etanol al
14% fue elevada, ya que un animal muri6 al final del
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tratamiento. En la literatura, se encuentran estudios
sobre el efectos del consumo de etanol al 30% en
este tipo de animales (Sari et al 2006). Sin embargo,
mientras mas elevada es la concentracion de etanol
(por encima de una concentraciéon de 14%), menor es
el deseo de los animales por beber. Algunos estudios
establecieron que seis semanas de tratamiento de
esta sustancia puede considerarse como un consumo
crénico (Venkatraman et al 2003). Este fue el tiempo
que se utilizé en el tratamiento con el etanol.

La adiponectina es una citocina producida por el
tejido adiposo, la cual incrementa la sensibilidad a la
insulina (Lihn et al 2005), entre mas tejido adiposo
mayor producciéon de TNF-a y menor concentracion
de adiponectina (Kita et al 2005). La adiponectina
favorece el incremento en la sensibilidad principal-
mente en el musculo y tejido adiposo a través de los
receptores adipoR1 y adipoR2. En células musculares
C2C12, la adicién de TNF-a disminuy6 la expresion del
receptor AdipoR1 produciendo una resistencia a la
insulina, al parecer TNF-a induce la union del factor de
transcripcion ATF3 a la region promotora del gen que
codifica al receptor AdipoR1 regulando negativamente
su expresion (Park, Kang, Kim, Jung, 2010).

En células de adipocitos 3T3-L1 la citocina TNF-o.
disminuye la expresion de adiponectina mediante la
inhibicién del factor de transcripcion C/EBP, el cual es
necesario para que el promotor de la adiponectina sea
activado en los humanos (Kita et al 2005).

Conclusiones

El consumo crénico de etanol al 14% en ratas no al-
tera las concentraciones de adiponectina ni tampoco
altera la sensibilidad a la insulina. Es probable que
para observar un efecto sea necesario incrementar la
concentracion de etanol para lograr un mayor paso
de bacterias desde la luz intestinal hacia la sangre de
las ratas y con ello favorecer un estado inflamatorio
el cual conlleve a la disminucién en la concentraciéon
sérica de adiponectina y al subsecuente desarrollo de
una resistencia a la insulina @
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