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RESUMEN

El sindrome metabdlico es una agrupacion de anormalidades fisiologicas y bioquimicas
entre las que se incluyen la resistencia a la insulina, obesidad central, dislipidemia,
hipertension e intolerancia a la glucosa. El consumo de alcohol etilico, comin en
pacientes con este sindrome, puede modular algunas de estas patologias, aunque también
afecta al sistema nervioso central y al balance oxidativo. El objetivo de este trabajo es
determinar los efectos en el balance oxidativo del sistema nervioso central del consumo
de alcohol etilico en un modelo raton de sindrome metabdlico (ratones ob/ob).Tras un
periodo de seis semanas, en que se monitorizaron los niveles de glucemia basal, se
obtuvieron muestras cerebrales y se midieron la actividad enzimatica, las concentraciones
de MDA, GSSG, GSH e insulina y se realizaron tests cognitivos y de sobrecarga de
glucosa. El consumo de alcohol etilico modula el estado glucémico y altera el balance

oxidativo de los ratones ob/0b.

Palabras clave: sindrome metabdlico, alcohol etilico, diabetes, estrés oxidativo.






ABSTRACT

Metabolic syndrome is a cluster of physiological and biochemical abnormalities including
insulin resistance, central obesity, dyslipidemia, hypertension, and glucose intolerance.
The consumption of ethyl alcohol, common in patients with this syndrome, can modulate
some of these pathologies, although it also affects the central nervous system and
oxidative balance. The objective of this study is to determine the effects on the oxidative
balance of the central nervous system from the consumption of ethyl alcohol in a mouse
model of metabolic syndrome (0b/0b mice). After a six-week period, during which basal
glycemia levels were monitored, brain samples were obtained, and enzymatic activity,
concentrations of MDA, GSSG, GSH, and insulin were measured, and cognitive and
glucose tolerance tests were performed. The consumption of ethyl alcohol modulates the

glycemic state and alters the oxidative balance of 0b/0b mice.

Keywords: metabolic syndrome; ethyl alcohol; diabetes; oxidative stress.
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a. EL SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (MetS), es una agrupacién de anormalidades fisioldgicas y
bioquimicas caracterizadas por ser factores de riesgo de enfermedades cardiacas,
aterosclerosis, diabetes y otros problemas de salud. Las alteraciones metabodlicas de este
sindrome incluyen resistencia a la insulina, obesidad central, dislipidemia, hipertension e
intolerancia a la glucosa, ya sea por diabetes tipo 2 (T2D), tolerancia a la glucosa alterada
o por niveles de glucosa en ayunas alterados. Este sindrome estd englobado en el codigo
5A44 en la Clasificacion Internacional de Enfermedades de la Organizacion mundial de
la Salud (OMS) en su 11* Revision (ICD-11), donde se encuentran los sindromes de

resistencia de la insulina [1].

El concepto de sindrome hace referencia a la concurrencia de estados clinicos que ocurren
conjuntamente de manera mas habitual de la que cabria esperar, mientras que el concepto
metabolico hace referencia los procesos fisioldgicos y bioquimicos que tienen lugar
durante el normal funcionamiento del cuerpo. El concepto de MetS no fue aceptado
internacionalmente hasta 1998 cuando la OMS establecid la definicion del MetS [2].
Hasta ese momento, el MetS era conocido con nombres diferentes, como Sindrome X [3],

Sindrome de resistencia a la insulina [4], Cuarteto mortal [S] o Sindrome de Reaven [6].

La extrafia concurrencia de factores clinicos ya fue detectada por Kylin en 1920, cuando
estudiaba la concurrencia de la hipertension, hiperglucemia, gota e hiperuricemia [7]. En
1947, Vague not6 que la obesidad parecia predisponer a la diabetes, arteriosclerosis, gota
y calculos y relaciono la acumulacion de grasa central, tipica en hombres, con problemas
cardiovasculares [8]. En los afios 70, se populariza el término MetS para describir los
riesgos asociados con la diabetes. Asi, cuando Haller describe los efectos aditivos de los
factores de riesgo en la arterosclerosis en 1977, emplea el término MetS para establecer

una asociacion entre la obesidad, diabetes mellitus, hiperlipoproteinemia, hiperuricemia
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e higado graso (esteatosis hepatica) [9]. En el mismo afio, Singer usa el término para la
asociacion entre obesidad, gota, diabetes, hipertension e hiperlipoproteinemia [10]. Por
su parte Phillips establecio que debia existir algiin factor subyacente comun a los factores
de riesgo del infarto de miocardio, entre los que se encontraban las enfermedades
cardiovasculares (CVD), la obesidad, alteracion de los niveles de glucosa, edad, y otros
estados clinicos, asi como cambios en los niveles de hormonas sexuales [11]. Gerald
Reaven propuso la resistencia a la insulina como el factor subyacente en esta constelacion
de anormalidades y lo denominé Sindrome X [3]. Contando con estas nomenclaturas,
existen hasta 15 nombres distintos para la concurrencia de la resistencia a la insulina y

los factores de riesgo para accidentes cardiovasculares [12].

i.  Definiciones del MetS
Con el paso del tiempo, se han propuesto diferentes definiciones del MetS por parte de

diferentes grupos expertos y organismos internacionales.

La primera de estas definiciones fue establecida en 1998 por la OMS [2]. Esta definicion,
estaba centrada en la resistencia a la insulina, por lo que establecia la presencia de diabetes
mellitus, niveles anormales de glucosa o resistencia a la insulina como condicién
indispensable para ser diagnosticado por MetS. Ademas, la definicion de MetS
establecida por la OMS exigia la concurrencia de al menos dos de las siguientes

condiciones: obesidad, dislipidemia, hipertensién o microalbuminuria.

Mas tarde, el Grupo Europeo para el estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR),
establecid su propia definicion de MetS en 1999 [13]. Esta definicion diferia de la
propuesta por la OMS en algunos valores de corte, como los de triglicéridos, asi como
por sustituir el indice de masa corporal (BMI) por el perimetro abdominal. Ademas, la
definicion de MetS propuesta por EGIR eliminaba la microalbuminuria como

componente del sindrome y hacia la hiperinsulinemia un factor esencial del diagndstico.
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El Programa Nacional de Educacion sobre Colesterol de Estados Unidos (NCEP), a través
del Panel de Expertos sobre Deteccion, Evaluacion y Tratamiento de la
Hipercolesterolemia en Adultos (NCEP:ATPIII), establecid6 una nueva definicién de
MetS en el ano 2001 [14], debido a la dificultad que entrafiaba la evaluacion de la
resistencia a la insulina en la préctica clinica. Los cambios mas importantes introducidos
por el NCEP:ATPIII respecto a las definiciones anteriores eran el cambio de enfoque
epidemiologico, ya que se pasaba de un enfoque centrado en la glucosa y su metabolismo
a una coleccion de riesgos de CVD; y la medida de glucosa en ayunas, en lugar de la
técnica de la pinza euglicémica hiperinsulinémica para determinar la resistencia a la
insulina. En esta definicion, la resistencia a la insulina o diabetes dejaban de ser
condiciones necesarias para el diagnostico de MetS [15] y se introducian nuevos valores
de corte para el diagndstico, basados en la poblaciéon norteamericana, asi como la
obligacion de cumplir con tres de ellos. EI NCEP:ATPIII también daba recomendaciones
de valores deseados de colesterol LDL y discutia la importancia del estado protrombético

y proinflamatorio como factores de riesgo de accidente cardiovascular [16].

En los afios posteriores a la publicacion del NCEP: ATPIIIL, surgieron nuevas definiciones
para el MetS. La primera de ellas, de la Asociacion Americana de Endocrinologia Clinica
(AACE), recuperaba la alteracion en los niveles de glucemia como requisito para el
diagnostico de MetS. Ademads, incorporaba a la definicion del MetS otros factores como
la edad, la etnia, el historial familiar o los habitos de vida; dejaba en manos del facultativo
la eleccion de qué requisitos eran importantes para el diagndstico, y volvia a introducir el
BMI como valor de obesidad [17]. En 2005, el Instituto Nacional del Corazén, Pulmén y
la Sangre de la Asociacion Americana del Corazéon (AHA/NHLBI) publicé una
modificacion de los valores de la NCEP: ATPIII para ajustar los valores de obesidad segin

la etnia [18]. En el mismo afio, la Federacion Internacional de la Diabetes (IDF), publico



su propia definicion de MetS [19]. En la definicion de MetS de la IDF, la obesidad
abdominal era un requisito para el diagndstico, aunque esta vez, se publicaron valores
diferenciados para las distintas etnias y poblaciones del planeta. Ademas, esta definicién
estaba dirigida tanto a la practica clinica como a la investigacion, por lo que
proporcionaba una lista de criterios adicionales que debian tenerse en cuenta en los
estudios epidemiologicos y relacionados con el MetS [19]. Todas estas definiciones,

pueden verse de forma comparada en la Tabla 1.
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Tabla 1. Comparacion entre las distintas definiciones de MetS.

EGIR, 1999

NCEP:ATP 111, 2001

AACE, 2003

AHA/NHLBI
NCEP:ATPIIL, 2005

IDF, 2005

Requisito

Diabetes, niveles
anormales de glucosa
en sangre en ayunas,

tolerancia a la glucosa
alterada o resistencia a
la insulina. (medida en
condiciones de
hiperinsulinemia-
euglucemia)

Resistencia a la insulina
o hiperinsulinemia
(valor en ayunas en el
25% superior para
poblacion no diabética).

Glucosa en sangre:

En ayunas 110 - 125
mg/dL, tras una prueba
de sobrecarga de glucosa
(120 min 75g) 140 - 200
mg/dL

Obesidad abdominal:
Valor ajustado segtn la
etnia.

Mas 2 o mas de los
siguientes:

Mas 2 o mas de los
siguientes:

3 o mas de los
siguientes:

Mas alguno de los
siguientes. Es una
eleccion del médico.

3 0 més de los siguientes:

Mas 2 o mas de los
siguientes:

Obesidad

BMI >30 Kg/m? o
relacion cintura-cadera
>0,9 (hombres) o >0,85

(mujeres).

perimetro abdominal
>94 c¢cm (hombres) o
>80 cm (mujeres).

perimetro abdominal
>102 cm (hombres),
>88 cm (mujeres).

BMI >25 Kg/m? o
perimetro abdominal
>102 cm (hombres) o

>88 cm (mujeres)

Valores para no
caucasicos 10-15%
menores.

perimetro abdominal
>102 cm (hombres), >88
cm (mujeres). En
asiaticos, >90 cm
(hombres) y >80 cm
(mujeres).
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Tabla 1 (continuacion). Comparacion entre las distintas definiciones de MetS.

AHA/NHLBI
OMS, 1999 EGIR, 1999 NCEP:ATP II1, 2001 AACE, 2003 IDF, 2005
NCEP:ATPIII, 2005
g e o
o Trlghcerl/(ii(f >150 Triglicéridos >150 Tr1ghcer1/(:1(is >150 Tr1ghcer1/(ii(is >150
.g Triglicéridos >150 Triglicéridos >177 me mg/dL e e
g |mg/dLocolesterol HDL| /™ ol HDL| o colesterol HDL <40 o colesterol HDL <40 | o colesterol HDL <40
‘2. | <35 (hombres) o <39 | o colesterol HDL <40
g : <39 me/dL mg/dL (hombre), <50 mg/dL (hombre), <50 | mg/dL (hombre), <50
A d g mg/dL (mujeres) o en mg/dL (mujeres) mg/dL (mujeres) o en | mg/dL (mujeres) o en
tratamiento £ ! tratamiento. tratamiento.
=
2 Presién saneuinea Presion sanguinea Presion sanguinea Presion sanguinea Presion sanguinea Presion sanguinea
§ ~140/90 mfr%nH >140/90 mm Hg o >130/85 mm Hg o >130/85 mm Hg o >130/85 mm Hg o >130/85 mm Hg o
Q £ medicados medicados medicados medicados medicados
x

Otros

Microalbuminuria: ratio
de excrecion de
albumina >20 pg/min o
ratio de
albumina/creatinina
>30 mg/g

Glucosa en ayunas
>110 mg/dL

Glucosa en ayunas
>110 mg/dL

Estilo de vida, edad,
historial familiar,
Sindrome de ovario
poliquistico, etnia

Glucosa en ayunas >100
mg/dL

Glucosa en ayunas >100
mg/dL o Diabetes
Mellitus
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Debido a la existencia de tantas definiciones de MetS, existe una gran dificultad a la hora
de comparar los resultados de las investigaciones para realizar estudios epidemiolédgicos
y para diagnosticar a los pacientes [6], [15]. Por ejemplo, una persona con hiperglicemia,
hipertrigliceridemia, y bajo colesterol HDL tendra MetS si se usa la definicion del
NCEP:ATPIII, pero no con los criterios de la OMS, por no ser obesa. Por el contrario,
una persona obesa, con insulina elevada y bajo colesterol HDL sera diagnosticado con
MetS con el criterio de la OMS, pero no por el criterio del NCEP:ATPIII [12], [20]. Por
estos motivos, los representantes de las distintas organizaciones emprendieron la labor de
unificar las diferencias para establecer unos criterios unicos para el diagndstico y estudio
del MetS. A este respecto, se acordod que la obesidad abdominal no debia ser un requisito
obligatorio para el diagnostico de MetS, pero que si que seria uno de los cinco criterios
que debian tenerse en cuenta. Ademas, se vio la necesidad de ajustar los perimetros
abdominales segun sexo y etnia, ya que la evidencia mostraba que no podia haber un
unico criterio para toda la poblacion mundial [21]. El consenso final fue que la presencia
de tres de los cinco factores de riesgo constituia un diagndstico de MetS [15]. A

continuacion, se detallan los criterios unificados para el diagnostico del MetS (Tabla 2):



Tabla 2. Criterios unificados para el diagnéstico de MetS.

Medida Valores Categoricos

Perimetro abdominal elevado Definiciones adaptadas a la
poblacioén y el pais (Tabla 3)

Triglicéridos elevados (el tratamiento farmacologico | >150 mg/dL
es un indicador alternativo®)

Bajo colesterol HDL (el tratamiento farmacolégico <40 mg/dL en hombres y <50
para el HDL-C es un indicador alternativo ) mg/dL en mujeres

Presion sanguinea elevada (El tratamiento con Sistolica >130 mm Hg
farmacos antihipertensivos es un indicador Diastolica >85 mm Hg
alternativo)

Glucemia en ayunas elevada? (el tratamiento >100 mg/dL

farmacologico de la glucosa elevada es un indicador

alternativo)

HDL-C indica lipoproteina colesterol de alta densidad.

*Se recomienda que los valores de referencia IDF se usen para las poblaciones no
europeas y que, tanto los valores IDF, como AHA/NHLBI se usen para poblaciones de
origen europeo hasta que haya més evidencia cientifica disponible.

+ Los farmacos usados mas cominmente para triglicéridos elevados y bajos niveles de
HDL-C son fibratos y acido nicotinico. Puede entenderse que un paciente que tome
alguno de estos farmacos tiene bajo HDL-C y niveles elevados de triglicéridos. Altas
dosis de acidos grasos ®-3 indican elevados niveles de triglicéridos.

tMuchos pacientes con diabetes mellitus tipo 2 tendran MetS con el criterio propuesto.
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Tabla 3. Valores de perimetro abdominal por etnia segiin los criterios unificados para el

diagndstico de MetS. Tabla extraida de Albertiy cols. [15].

Organizacion de la que se

Valores recomendados de

obesidad abdominal

Poblacion
toma el valor de referencia
Hombres Mujeres
Europeos IDF >94 cm >80 cm
>94 cm (riesgo | >80 cm (riesgo
elevado) elevado)
Caucasicos OMS
>102 cm (riesgo | >88 cm (riesgo
muy elevado) muy elevado)
Estados Unidos AHA/NHLBI (ATP III) >102 cm >88 cm
Canada Salud de Canada >102 cm >88 cm
Sociedades Cardiovasculares
Europeos >102 cm >88 cm
Europeas
Asiaticos
(incluidos IDF >90 cm >80 cm
japoneses)
Asiaticos OMS >90 cm >80 cm
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Tabla 3 (continuacion). Valores de perimetro abdominal por etnia segin los criterios unificados

para el diagnostico de MetS. Tabla extraida de Alberti y cols. [15].

Organizacion de la que se

Valores recomendados de

obesidad abdominal

y Sud-América

Poblacion
toma el valor de referencia
Hombres Mujeres
Japon Sociedad Japonesa de Obesidad | >85 cm >90 cm
China Grupo de trabajo Cooperativo | >85 cm >80 cm
Mediterraneo Medio-
IDF >94 cm >80 cm
orientales
Africanos Subsaharianos IDF >94 cm >80 cm
Etnias de América Central
IDF >90 cm >80 cm

con resistencia a la insulina.

*Las recomendaciones recientes de AHA/NHLBI para el MetS reconocen un riesgo elevado de
enfermedad cardiovascular y diabetes con valores de perimetro abdominal >94 cm en hombres

y >80 cm en mujeres y los identifica como valores opcionales para individuos o poblaciones

ii.  MetS en el mundo y enfermedades relacionadas

Desde que se introdujo el concepto de MetS, se han publicado mas de 100 mil articulos

cientificos relacionados con el sindrome e incluso han surgido diversas revistas

especializadas, como Journal of Metabolic Syndrome, Diabetology & Metabolic

Syndrome, Diabetes, Metabolic Syndrome and Obesity, Diabetes and Metabolic
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Syndrome: Clinical Research and Review o Journal of Diabetes & Metabolic Disorders,

mostrando el gran interés que hay en el mundo cientifico por este sindrome.

Este gran interés en el MetS se justifica por el aumento exponencial de personas que
sufren el propio sindrome, unido al gran aumento de la obesidad y la diabetes en el mundo,
llegando a adquirir niveles pandémicos. De hecho, se estima que el MetS se puede
convertir en un gran problema de salud publica, superando a las CVD y la diabetes e
incluso al tabaco como causa de accidentes cardiovasculares [22]. De hecho, ¢l MetS se
asocia con cinco veces mas riesgo de sufrir T2D, dos veces mas desarrollar CVD y 1,5
veces mas riesgo en el resto de causas mortales [16], [21], [23], [24], [25], [26], [27],

[28].

El gran aumento de pacientes con MetS se debe al gran aumento de la obesidad y la
diabetes, enfermedades con las que guarda una estrecha relacion [6], [29]. Ademas, la
adopcion en los paises desarrollados de estilos de vida sedentarios y el elevado consumo
de comida barata y altamente calorica estan haciendo crecer las tasas de prevalencia hasta
niveles altamente preocupantes. De hecho, se estima que la obesidad se ha triplicado en
mas de 70 paises desde 1980 [30], [31] y que afectara a mas de 300 millones de personas
en el mundo en 2030 [30], aunque otros autores estiman que mas del 80% de la poblacion
mundial sufrird obesidad para ese afio [20]. En cuanto a la diabetes, se ha acunado el
término “diabesidad” [32] para alertar de la relacion entre T2D, obesidad y trastornos
metabolicos; y se estima que la combinacion de obesidad y diabetes afectara a 700
millones de personas en el mundo para el aiio 2045 [33]. Todas estas previsiones podrian
verse empeoradas en un futuro debido al impacto de la COVID-19, ya que el cierre de
escuelas y de la poblacion en sus casas por largos periodos de tiempo podria haber
aumentado los niveles de obesidad infantil y de adolescentes, asi como de T2D [34], ya

de por si bastante preocupantes. En Espaia, un estudio determiné que la obesidad infantil

17



en nifios entre 6 y 9 afos estaba cercana al 25% [35], valores similares a los hallados en
nifios entre 6-9 afios en 12 paises europeos por la OMS [36]. Datos que empeoraron dos

afios después, cuando la prevalencia lleg6 hasta el 50% en algunos casos [37].

En este contexto, las estimaciones de prevalencia del MetS no son mas halagiiefias. Por
ejemplo, se estima que en los paises del Golfo Pérsico la prevalencia del sindrome es
cercana al 40% de la poblacion [38], y en Corea se estima que los adolescentes con MetS
son mas del doble entre los chicos que entre las chicas [34]. En Estados Unidos, mas de
un tercio de la poblacidon estadounidense sufre MetS, independientemente de su nivel
sociodemografico [39], [40], [41], alcanzandose valores de mas del 50% en ancianos [42];
no muy lejos del 40% estimado en la poblacion China adulta [43]. En el resto del mundo
los nimeros no mejoran: en Europa, la estimacion de incidencia del MetS se situa en un
rango entre el 20 y el 46% de la poblacion adulta; en Asia entre el 18 y el 36%; y en
América Latina el rango se sitia entre el 14 y 53% de la poblacion [23], llegdndose a
producir aumentos hasta alcanzar el 53% de la poblaciéon mundial [20]. Ademas, la
contaminacion ha sido sefialada por tener una relacion directa con el desarrollo del

sindrome [44].

Estos datos deberian hacernos reflexionar sobre la importancia del MetS y del aumento
de la mortalidad y morbilidad que causa, juntamente con el aumento de recursos
econdmicos necesarios para hacer frente a este sindrome y las enfermedades relacionadas.
Entre las patologias con las que se ha relacionado el MetS podemos encontrar diversos
tipos de céancer [45], como el cancer de piel [46] o prostata [47]; cirrosis, esteatosis
hepatica no alcohdlica e higado graso no alcohoélico [48]; soriasis y acné [46]; apnea
obstructiva del suefio [49]; hipogonadismo y sindrome de ovarios poliquisticos [50], [51];
dafios renales [52]; desordenes bipolares y esquizofrénicos [53], [54]; demencia [55];
VIH [56] o hipopituitarismo [57].
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iii.  Fisiopatologia
Hoy en dia, no est4 clara cual es la causa raiz del MetS o si alguno de los sintomas
(dislipidemia, diabetes, resistencia a la insulina u obesidad) es la causa subyacente que
dispara el MetS. Esto se debe a que la fisiopatologia del MetS es altamente compleja, ya
que intervienen numerosos sistemas y moléculas, al tiempo que existen muchas variables
que condicionan la aparicion de este sindrome, como la edad, la etnia, el sexo, la genética

y el estilo de vida.

En las ultimas décadas, el cambio en el estilo de vida de la poblacién ha provocado un
aumento del consumo de alimentos ricos en grasas y densamente caloricos, al tiempo que
ha estimulado habitos de vida mas sedentarios, con lo que tenemos un exceso de energia.
Cuando ingerimos alimentos, los nutrientes son absorbidos a través del intestino y pasan
al torrente sanguineo, para ser llevados a los tejidos y células donde van a ser consumidos.
En este proceso, la leptina y la insulina juegan un papel muy importante. La leptina regula
el apetito y la secrecion de insulina en el organismo [58], mientras que la insulina estimula
el consumo de glucosa por parte de los musculos, la sintesis de proteinas y glicogeno en
higado y musculos, y la sintesis y almacenamiento de lipidos por parte del tejido adiposo;
al tiempo que detiene la oxidacion de acidos grasos libres y regula la glucogendlisis y la

gluconeogénesis [25].

Si hay un exceso de glucosa en el plasma, aumenta la cantidad de insulina en circulacion
que, a través del receptor de insulina mueve el transportador de glucosa GLUT4 a la
membrana plasmatica para almacenar el exceso de azucar en forma de grasa en el tejido
muscular y los o6rganos [59], formando el tejido adiposo subcutdneo y visceral,
respectivamente. El tejido adiposo, formado por adipocitos, es un oOrgano
metabdlicamente activo, aunque presenta diferencias entre el tejido adiposo subcutaneo

y el tejido adiposo visceral (VAT) [20], [60], [61], [62]. Entre otras funciones, el tejido
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adiposo regula la temperatura corporal, el apetito, la acumulacion de grasa y la secrecion
de numerosas sustancias [63], como la leptina, adiponectina, resistina, visfatina, proteina
quimioatrayente de monocitos 1, union de retinol proteina 4, proteina de union a acidos
grasos de tipo adipocito, angiotensina II, factor activador de plasminégeno 1 (PAI-1) y
citoquinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e

interleuquina 6 (IL-6) [16], [64], ademas de acidos grasos libres (FFA).

La acumulacién de tejido adiposo produce hipertrofia del tejido adiposo y una mayor
secrecion de sustancias por parte de los adipocitos, causando resistencia a la leptina en el
organismo y un estado proinflamatorio. Con el tiempo, los adipocitos se vuelven
fibroticos debido a la inflamacion cronica producida por las citoquinas proinflamatorias
(adiposopatia), que reduce la secrecion de adiponectina y aumenta la produccion de
citoquinas y la infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo [6], [65]. A su vez, este
aumento de tejido adiposo también hace que haya mayor cantidad de FFA circulando en
el torrente sanguineo, que son metabolizados en el higado para ser transformados en
triglicéridos y glucosa. Debido al exceso triglicéridos, estos se unen al colesterol, a la
proteina apo-B y se forman abundantes lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) que
son secretadas por el higado, produciendo hipertrigliceridemia. Estas VLDL son
transformadas por accion de la lipoproteina lipasa y la proteina transferidora de ésteres
de colesterol, que toma triglicéridos de las lipoproteinas de alta densidad (HDL) para
formar lipoproteinas de baja densidad (LDL) [66], [67]. El LDL formado, debido a su
baja densidad, se acumula en las paredes de los vasos sanguineos [68], que unido al efecto
trombotico de las citoquinas proinflamatorias produce hipertension. Ademas, el aumento
de FFA en circulacién y la reduccion en la secrecion de adiponectina reduce el efecto de
la insulina en los tejidos periféricos y aumenta la gluconeogénesis y la actividad de la

lipasa en el higado, aumentando los FFA disponibles y magnificando el problema [16].
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La reduccion del efecto de la insulina en los tejidos periféricos es lo que se conoce
comunmente como Resistencia a la Insulina (RI). Con la RI y el aumento de
gluconeogénesis por parte del higado, aumenta la cantidad de glucosa en circulacion, y
las células beta se ven obligadas a aumentar la secrecion de insulina para conseguir
controlar los niveles de glucosa en sangre. Este aumento de produccion de insulina se
produce, en parte, por un aumento del tamano de las células beta, que unido a la
acumulacion de FFA en el interior de las células produce mucho estrés en el reticulo
endoplasmatico (ER) y en las mitocondrias. Debido a este estrés, se secretan numerosas
citoquinas proinflamatorias por parte de la célula B, aumentando el estado de inflamacion
y estrés oxidativo general, y en el caso de la célula beta, llegando a causar apoptosis [69],
[70], [71], lo que agrava la hiperglucemia, la dislipidemia y la hipertension y desemboca

en T2D, uno de los sintomas mas caracteristicos del MetS.

Como consecuencia de la muerte de las células beta, se produce hiperglicemia e
hipertension, ya que la insulina, ademas de estar involucrada en el control de la glucosa,
también tiene efecto vasodilatador. Ademas, con la resistencia a la insulina aumenta la
produccion de adipoquinas hipertensivas (como la leptina y la resistina) y se reduce la
produccion de 6xido nitrico (NO) endotelial, contribuyendo a la prevalencia de la
hipertension [22], [67]. Debido a la hiperglucemia mantenida en el tiempo, también
pueden formarse productos finales de glicacion avanzada (AGE) que se unen a diversas
proteinas, cambiando su forma y afectando a su funciéon. Ademas, los AGE se pueden
unir al receptor AGE desencadenando procesos inflamatorios, angiogénesis, fibrosis e

incluso pérdida de la elasticidad de los tejidos, contribuyendo al fallo cardiaco [72].

Ademas de todas estas sefales, hay que tener en cuenta que en todo este complejo
entramado juegan otras variables como los exosomas y microRNA, que act@ian de

mensajeros de larga distancia entre los distintos sistemas y células y posibilitan la
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regulacion de algunos procesos [73]. Ademads, parece claro que existe algun tipo de
predisposicion genética, ya que no todos los pacientes con hiperglucemia desarrollan

T2D.

iv.  Tratamiento del MetS
Como se ha indicado anteriormente, y a la vista de las definiciones mas importantes, los
factores de riesgo del MetS mas significativos incluyen la resistencia a la insulina,
obesidad abdominal, presion sanguinea elevada, glucemia basal elevada y valores de
lipidos anormales. Ademads de estos factores, también es importante considerar el efecto
que tienen en el desarrollo de estos sintomas factores como la edad, la etnia, el historial
familiar, el estilo de vida sedentario o habitos como el tabaquismo, mala alimentacion,

los patrones de suefio o el alcoholismo [6], [22], [31], [71], [74].

Con la prevalencia mundial de MetS actual y el aumento de casos de diabetes de tipo 2 y
de obesidad en el mundo, el tratamiento y deteccion tempranos del sindrome se convierten
en un imperativo moral, médico y econémico para prevenir la aparicion del MetS y sus
efectos mas nocivos. Debido a que el MetS es una enfermedad compleja cuya
fisiopatologia no termina de estar bien resuelta, una aproximacion muy habitual para
tratar el MetS es el tratamiento individual de las componentes del sindrome y la reduccion
de los riesgos asociados [75]. El tratamiento mas recomendado para el MetS es realizar
un cambio contundente en los habitos de vida: perder peso (se aconseja perder alrededor
del 10% del peso corporal durante el primer afio), realizar ejercicio regular, dieta sana,
dejar de fumar, reducir la presion sanguinea, mejorar el colesterol e intentar controlar los
niveles de glucemia en sangre [16], [19], [22]. En los casos mds graves, en que los
cambios de estilo de vida no surjan efecto, puede aplicarse tratamiento farmacologico

[22].
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Debido a que la obesidad es uno de los factores mas asociados al MetS [6], [20], [76], ¥
que las variaciones de la grasa visceral han sido asociados a variaciones en marcadores
de inflamacion, insulina, péptido-c e inhibidor del activador del plasmindégeno (PAI-1)
[77], el tratamiento de la obesidad ha sido uno de los focos de accidon para tratar el MetS
ya que, en muchos casos, es debida a factores como el exceso de calorias y la falta de

actividad fisica [78].

Distintos estudios han tratado de mejorar los habitos de alimentacion de los pacientes
introduciendo diversas dietas, alimentos concretos o complementos, reduciendo el uso de
comida ultra procesada, relacionada con mayores niveles de obesidad, diabetes y MetS
[79]. Asi, diversos autores han probado el uso de diversas dietas, aunque no hay un
acuerdo respecto al tipo de dieta mas apropiada para perder peso y mejorar los efectos del

MetS, siendo muy pequefia la diferencia de pérdida de peso entre algunas de ellas [29].

Entre las dietas usadas, se han aplicado la dieta mediterrdnea y las recomendaciones
nutricionales para parar la hipertension (Dietary Approaches to Stop Hypertension,
DASH) en pacientes con MetS, donde se disminuyd el peso de los pacientes y se
mostraron las ventajas de estas dietas en la prevencion del MetS, la diabetes y la
hipertension [31], [80], [81], [82]. Bravata y cols [83] sehalan que las dietas bajas en
carbohidratos no producen cambios significativos en los niveles de glucosa y lipidos en
sangre ni en el peso de los participantes, aunque por su parte Chung y Rhie afirman que
las dietas altamente proteicas con restricciones de grasas y carbohidratos y las dietas
complementadas con ayuno si producen pérdida de peso, aunque no sirven para modificar

los parametros del MetS [34].

Por su parte, el uso de complementos dietéticos no farmacoldgicos como el uso de tes,
chocolate, aceite de oliva virgen, vino tinto, frutas ricas en polifenoles (como las fresas),

verdolaga, probidticos, vitamina D, omega-3, circuma, etc. también han sido probadas
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para tratar el MetS y sus efectos [16], [31], [84], [85], [86], [87]. Se cree que la accion de
estos alimentos puede estar relacionada con la presencia de compuestos como los
polifenoles, que mejoran la respuesta inmune e inflamatoria, mejorando la respuesta a la
insulina y los efectos del estrés oxidativo [85], [86]. O por su efecto beneficioso para la

microbiota intestinal y la inflamacion sistémica [87].

El otro pilar en el que se fundamenta el tratamiento de la obesidad y algunas patologias
relacionadas, es la batalla contra el sedentarismo y la falta de actividad fisica. Entre otros
beneficios, la actividad fisica habitual ha demostrado tener una relacion inversa con el
MetS [88], [89]. Ademas, la actividad fisica habitual se ha relacionado con niveles
menores de colesterol, presion sanguinea, glucemia, grasa visceral, inflamacion sistémica
y mayor sensibilidad a la insulina [31], [71], [88]. A pesar de la coincidencia en los
beneficios de practicar deporte, no hay un consenso respecto a qué tipo de ejercicio es
mejor, ya que es dificil comparar entre los distintos estudios debido a la variedad de

tiempos e intensidades [71].

En casos muy severos, en que los cambios de habitos de vida no surgen efecto, se opta
por aplicar tratamientos farmacoldgicos para tratar el MetS. Estos tratamientos, que
pueden ser polifarmacologicos, se basan principalmente en tratar las distintas patologias
relacionadas, centradas principalmente en reducir el riesgo cardiovascular y el tratamiento
de la diabetes [90]. Asi, es frecuente el uso de drogas antihiperglucémicas como la
insulina basal, inhibidores de la alfa-glucosidasa o la metformina, un biguanido que
previene el aumento de peso y disminuye los niveles de glucosa en sangre [31], [34], [71],
[90]; y farmacos del grupo de las tiazolidinedionas, que aumentan la sensibilidad a la
insulina de las células [91], [92]. Otros agentes terapéuticos que también han sido
probados para tratar la obesidad y el MetS son los inhibidores de lipasas y suplementos

de Coencima-Q10 [34], [93], asi como secuestradores de acido bilico e inhibidores de la
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absorcion de colesterol, como las estatinas (inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
coencima A reductasa (HMG-CoA)) para disminuir los niveles de colesterol LDL [16] e

hipotensivos [16], [23], [90].

A parte de las formas mencionadas a lo largo de esta seccion para tratar el MetS, otras
alternativas han sido publicadas en revistas cientificas. Asi, el equipo de Cota-Coronado
sefiala los beneficios de la tecnologia de células madre pluripotenciales inducidas (del
inglés iPSC) en el tratamiento de desdrdenes metabodlicos para reprogramar células beta
funcionales y las posibilidades de tratamientos celulares especificos [94]. En la misma
linea también se ha propuesto el uso de exosomas-microRNA para detectar de manera
precoz disfunciones metabdlicas, asi como para tratar los sintomas [73]. Los exosomas
actian como reguladores del desarrollo de la diabetes y la sensibilidad a la insulina y
diversos tipos de micro RNA han sido relacionados con la disfuncién de células B, como
miR-223 y miR-103 [73]. Estos exosomas podrian ser transferidos a otros tejidos para
mejorar la accion de la insulina sobre ellos y tratar asi la hiperglicemia y resistencia a la
insulina. Otros autores han apuntado a la cirugia bariatrica como medio para reducir el
peso del paciente, reducir la adiposidad visceral y mejorar patologias relacionadas como

el higado graso no alcohdlico, la diabetes y el MetS [71], [95].

v.  Controversias relacionadas con el MetS
Algunos investigadores han cuestionado la utilidad del MetS o incluso su existencia
debido a que consideran que agregarlos bajo un sindrome aporta poco a la clinica [23],
[96], ya que no predice el riesgo cardiovascular mejor que la suma de los riesgos
derivados de sus componentes. Si tenemos en cuenta que en medicina un sindrome es una
agrupacion de factores clinicamente relevantes que concurren con mas frecuencia de la
esperada por simple probabilidad, entonces podemos considerar correcta la existencia del

MetS, debido a que la concurrencia de los factores de riesgo metabdlico (diabetes,
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dislipidemia, hipertension y obesidad) es un fendémeno comun y real. Ademas, el
diagnostico de MetS se usa como herramienta para predecir el riesgo de enfermedad
cardiovascular, T2D y visualizar la necesidad de disminuir estos riesgos por parte de los
pacientes y médicos, implantando acciones correctivas como cambios en los habitos de

vida.

Entre las criticas mas destacadas contra el concepto de MetS, se encuentran las referentes
a las distintas definiciones del sindrome manejadas por los distintos organismos. Asi, un
paciente con hiperglicemia, hipertrigliceridemia y colesterol HDL bajo seria
diagnosticado de MetS segun ATPIII, pero no segun los criterios de la WHO [12], [20].
Esto ha sido subsanado en parte por la unificacién de las distintas definiciones en una
sola, pero esta definicidon no es perfecta y olvida algunos de los factores mas importantes
para la prediccion del riesgo de accidente cardiovascular como son el tabaquismo, el sexo
o la edad del paciente [16], [71]. Ademas, esta definicion no estd bien adaptada para nifios
y adolescentes, donde diferentes autores han propuesto sus adaptaciones, incluida la
propia IDF [12], [97], [98], [99]. Aun asi, el MetS continta usandose como indicador de
riesgo cardiometabolico gracias al uso de algoritmos como REGICOR o Framigham, que

incorporan los factores que no incluye la definicion de MetS [75].

En cuanto a los tratamientos, si bien los tratamientos basados en exosomas ¢ iPSC son
tratamientos noveles en fases de experimentacion y bastante caros, el resto de los
tratamientos arriba descritos no estdn exentos de problemas. Asi, los cambios de estilo de
vida, tanto para aumentar la actividad fisica o cambiar los héabitos de alimentacion,
resultan dificiles de mantener a largo plazo y estan sujetos a altos niveles de abandono
[71], llegando a desaparecer los efectos de pérdida de peso en muchos casos en apenas un
afio [29]. Este abandono del tratamiento no se circunscribe Unicamente al caso del cambio

de habitos, ya que podria ser comprensible debido a la gran fuerza de voluntad necesaria
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para llevarlos a cabo, sino que también se da en los tratamientos farmacologicos, que
estan sometidos a bajo seguimiento por los pacientes, efectos secundarios e interacciones
entre farmacos [90]. En cuanto a los tratamientos quirtirgicos, cabe sefialar que estos
pueden tener consecuencias en otros sistemas, como diarreas y otros dafios colaterales
[95]. Ademas, tanto las cirugias como los tratamientos farmacologicos tienen un alto

coste economico y eficacia limitada [100], [101].

vi.  Diabetes y MetS
Existe una estrecha relacion entre el MetS y la diabetes. Se calcula que aproximadamente
un 85% de pacientes con T2D cumple los criterios de diagnostico del MetS [22], ya que
hay correlacion entre el perimetro de cintura y la hemoglobina glicosilada HbA . [102],

e incluso puede considerarse el MetS como un predictor de diabetes futura [6].

La diabetes es un sindrome clinico caracterizado por elevados niveles de glucosa en
sangre (hiperglucemia) y la incapacidad del cuerpo para regular la hiperglucemia por un
déficit en la accion de la insulina. La diabetes es un desorden metabodlico cuyos sintomas
tipicos son la poliuria, polidipsia, pérdida de peso, alteracion del metabolismo de
proteinas y lipidos y, en ocasiones, polifagia y mayor susceptibilidad a procesos
infecciosos; mientras que las complicaciones a largo plazo de esta enfermedad son la
neuropatia, la retinopatia, nefropatia, macroangiopatia y ulceras en las extremidades (pie

diabético) [70], [73], [103], [104].

Segtn la publicacion Standards of Care in Diabetes 2023 de la American Diabetes

Association [105], podemos distinguir cuatro tipos de diabetes:

- Diabetes tipo 1: Debida a la destruccion autoinmune de células B. Normalmente

conduce a una deficiencia absoluta de insulina.
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- Diabetes tipo 2 (T2D): Debida a la pérdida progresiva de secrecion de insulina

por parte de las células B. Esta pérdida no se debe a efectos autoinmunes y

generalmente esta relacionada con un trasfondo de MetS o resistencia a la insulina.

- Diabetes debida a otras causas: Generalmente debido a sindromes diabéticos

monogénicos, como la diabetes neonatal; enfermedades pancreaticas, como la
pancreatitis y fibrosis cistica; y la diabetes inducida por farmacos, como la
diabetes producida por glucocorticoides usados después de trasplantes de 6rganos

y tratamiento de VIH.

- Diabetes gestacional: diabetes diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del

embarazo que no se manifestaba antes de la gestacion.

Ademas de estas clasificaciones también existe la “diabetes doble”, un tipo de diabetes
que sufren los pacientes de diabetes tipo 1 que presentaban resistencia a la insulina y

caracteristicas de la T2D, en el contexto del MetS [29].

En nuestro caso nos centraremos en la T2D, ya que la aparicion de la T2D esté relacionada
con diversos factores como la obesidad, la falta de actividad fisica, factores genéticos,
inflamacién y alteraciones en el metabolismo de lipidos y proteinas, todos ellos
relacionados con el MetS [106], [107]. Ademads, aunque se pensaba que la T2D era cosa
de adultos ya que es una de las enfermedades cronicas mas comunes entre los ancianos
[108], con el aumento de la obesidad en la infancia y adolescencia, han aumentado los

diagnosticos de T2D y MetS en la nifiez [6].

La etiologia de la T2D es la resistencia a la insulina, que es un polipéptido con funciones
endocrinas secretado por los islotes de Langerhans del pancreas, que también producen
el glucagoén. Los islotes de Langerhans a su vez pueden subdividirse en células a y . Las

células a, se encuentran principalmente en la zona exterior de los islotes y son las
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encargadas de secretar el glucagén para estimular la produccion de glucosa en el higado
mediante el uso de glucogeno para convertirlo en glucosa, en un proceso llamado
glucogendlisis, y en los adipocitos con la gluconeogénesis a partir de triglicéridos. A su
vez, las células B se distribuyen en el area central de los islotes de Langerhans y secretan
insulina para la utilizacion de la glucosa en los tejidos, reducir los niveles de glucosa en
sangre y la sefalizacion y regulacion de otros procesos, como el metabolismo de lipidos,
el sistema cardiovascular o el sistema nervioso central, afectando a la cognicion, el

aprendizaje y la memoria [109].

Debido al déficit de accion de la insulina por la resistencia al efecto de los niveles
normales de insulina por parte de las células, las células B aumentan la produccion de
insulina conduciendo a una situacion de hiperinsulinemia para mantener la homeostasis
de la glucosa. Con el tiempo, esto resulta en agotamiento de las células f y a una
hiperglucemia cronica. Este agotamiento de las células beta, unido al estrés oxidativo y

la inflamacion seria la causa de apoptosis de las células  [93], [110], [111], [112].

En pacientes obesos no diabéticos, se ha observado un aumento de la densidad de células
B [113], lo que permite al pancreas aumentar la secrecion de insulina y compensar el
déficit de accion durante el estado prediabético. Pero, a su vez, la poblacion y el tamafio
de las células beta es practicamente estable a lo largo de la vida [114], por lo que los datos
entrarian en contradiccion. Esta contradiccion parece haber sido resuelta mediante la
llamada transdiferenciacion de las células endocrinas [115]. Segun esta teoria propuesta
por Mezza y colaboradores [116], el aumento de la poblacion de células B se produce por
una transdiferenciacion de células o y por células provenientes del ducto pancreatico
(Figura 1). Debido a la situacion de estrés a la que esta sometida la célula, cuando ésta no
es capaz de compensar el déficit de accion de la insulina se produce la supresion del factor

de transcripcion FOXO1 y produce la diferenciacion de las células B a a, produciéndose
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el paso al estado diabético. Esta teoria se ve reforzada con los hallazgos de otras
investigaciones muestran que en autopsias a pacientes diabéticos se ha encontrado un
aumento de la proporcidon de células a en relacion con pacientes no diabéticos y que la
proporcidon de aumento de células a seria similar a la reduccion en la poblacion de células

B[117], [118].

Insulin Diabetic

Non-diabetic

sensitive

IGT Type 2 diabetes

B-cell neogenesis
from duct cell and
transdifferentation
from at-cell to B-cell

Reduced neogenetic islets
Reduced B-cells

Increased o-cells
Transdifferentiation

from B-cell to a-cell (7)

@ Insulin

@ Glucagon

® Glucagon and GLP-1

(@ Double for CK and insulin :
Double for insulin and glucagon
Undetermined

T S

Insulin-resistant

Figura 1. Transdiferenciacion de células pancreaticas (Extraida de Yaguihashi [119]).

Las células beta del pancreas secretan insulina como respuesta a un aumento de la
concentracion de glucosa en sangre. Al aumentar la concentracioén de glucosa, la glucosa
es detectada por las glucoquinasas (GCK), que son unas proteinas que se encuentran en
las membranas de las células B y actiian como receptores de la glucosa. Cuando ésta es
detectada, es transportada hacia el interior de las células f mediante el transportador de
glucosa GLUT2, promoviendo la glicélisis y formacion de piruvato, que una vez en la
mitocondria, alimenta el ciclo del acido tricarboxilico (TCA). El TCA induce la

transferencia de electrones en la cadena respiratoria a través del NADH, donde finalmente
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se produce adenosin trifosfato (ATP) y aumenta la ratio intracelular ATP/adenosin
difosfato (ADP) con el ATP producido por el metabolismo de la glucosa en la mitocondria
[111], [120]. El aumento de la ratio ATP/ADP produce un cambio en la polaridad de la
membrana celular, bloqueando el canal de potasio dependiente del ATP (K' atp) y
activando los canales de calcio (Ca®"), estimulando el flujo de Ca?" intracelular. El
aumento de la cantidad de Ca" intracelular estimula la exocitosis y, por tanto, la secrecion

de insulina en las células B [84], [121].

La accion de la insulina en las células fluye a través de dos vias principales de
sefializacion: la via PI3K/Akt o via de la fosfatidinositol-3-quinasa, responsable de los
efectos metabolicos y la via MAPK/Ras o de quinasas activas por mitogeno/Ras, que
regula la expresion genética de la insulina. Cuando la insulina es captada por los
receptores de insulina IRS1 y IRS2, debido a la fosforilacion de estos receptores, se inicia
la propagacion de las sefiales de la insulina. La via PI3K/Akt produce como resultado la
traslocacion del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana celular, aumentando la
captacion de glucosa en las células del musculo esquelético y tejido adiposo, aliviando la
hiperglucemia. Ademas, esta via inactiva la FOXOI1 del higado, que es la causante de la
gluconeogénesis en el higado [25], [109]. Cuando se inhibe la fosforilacién de estos
receptores, se inactiva la ruta PI3K/Akt y se prolonga la activacion de la via MAPK/Ras,
promoviendo la mitogénesis y el sobrecrecimiento, generando obesidad y un aumento de
la glucosa en sangre, ya que el FOXOI1 sigue activo y, por tanto, continta la

gluconeogénesis en el higado [25], [71], [109].

Aunque las causas de la resistencia a la insulina alin no han sido completamente
elucidadas, diversas revisiones coinciden en sefialar como causas al estrés oxidativo y el
estrés del reticulo endoplasmatico de las células B, la falta de fosforilacion de los residuos

de tirosina de los receptores IRS, la inflamacion sistémica y la activacion de los receptores
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Toll-like (TLR), especialmente los TLR-2 y 4 que aumentan la expresion de citoquinas

proinflamatorias [25], [71], [109].

El tratamiento mas comun para la T2D son las inyecciones de insulina, combinadas con

cambio de los héabitos de vida, principalmente cambios en la dieta y ejercicio fisico.

vii.  MetS y sistema nervioso central

El cerebro es uno de los 6rganos mas complejos del cuerpo humano y nos permite
procesar informacion, emociones, realizar movimientos y guardar recuerdos. Situado en
la cabeza, forma parte del sistema nervioso central (SNC), junto con la médula espinal.
El cerebro esta formado por millones de neuronas y se divide en diversas partes, entre las
que podemos destacar el hipocampo, la corteza prefrontal y el hipotdlamo, relacionadas
con el almacenamiento de la memoria, la captacion de informacion y el metabolismo,

respectivamente.

En lo que se refiere a la capacidad de recordar y almacenar memoria, el cerebro procesa
mediante procesos distintos en la corteza cerebral la informacion recibida de qué ocurre
y donde ocurre. Posteriormente, en el 16bulo medio temporal, estas sefales convergen
para terminar su camino en el hipocampo, donde se procesa esta informacion y se forma
la memoria a largo plazo. Por otro lado, la memoria a corto plazo es procesada y

almacenada por la corteza.

Por su parte, el hipotalamo es la zona del SNC que regula el metabolismo y el consumo
de energia en el cuerpo, mediante el reconocimiento de la leptina por neuronas sensibles
a esta hormona. Algunos estudios han demostrado que cambios en el estado inflamatorio
y la autofagia del hipotdlamo juegan un papel importante en el envejecimiento y la

esperanza de vida, asi como en la aparicién de las componentes del MetS, como el
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sobrepeso, la hipertension y la intolerancia a la glucosa; en un proceso regulado por las

citoquinas IKK-B, NF-kf [122], [123].

Por tanto, teniendo esto en cuenta, el estrés oxidativo a nivel del sistema nervioso central
podria estar relacionado en el desarrollo del MetS. De hecho, el SNC es altamente
susceptible al estrés oxidativo debido a la gran cantidad de oxigeno y ATP que utiliza
para llevar a cabo sus funciones [124]. Ademas, la sobrenutricion y la obesidad se han
relacionado con estrés oxidativo, degeneraciéon neuronal y desajustes cognitivos en
roedores [125], [126], asi como la activacion de las distintas vias de sefializacion de los
TLR, favoreciendo la aparicion del MetS, la resistencia a la insulina y la leptina, obesidad

y T2D [127].

Cabe sefalar que, parte de este estrés oxidativo en el cerebro estd causado por la
resistencia a la insulina, cuya accién en el cerebro ha sido relacionada con dafios a la
funcién y supervivencia de oligodendrocitos, lo que reduce la integridad de la mielina,
aumentando la neuroinflamacion y la neurodegeneracion, y afectando a la funcion de los
neurotransmisores y a la plasticidad del cerebro, asi como a la memoria y el aprendizaje

[128].
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b. EL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO

El consumo de bebidas alcohdlicas es una practica social muy comun en muchas culturas
y religiones del mundo que, ademas, produce desinhibicion y placer a quien lo consume.
Por eso no es de extrafiar que aproximadamente el 43% de la poblacion mundial mayor
de 15 afos consuma esta sustancia; valor que aumenta hasta el 60% en la poblacion

europea, donde se registran mayores tasas de consumo habitual [129].

Aunque el consumo a nivel mundial sea elevado y sea una caracteristica comun de muchas
culturas, las bebidas alcoholicas no se consumen igual en todo el mundo. Asi, mientras
que la forma mas consumida mundialmente es en forma de bebidas espirituosas, en

Europa el 70% del alcohol consumido lo hace en forma de vino y cerveza [129].

Del mismo modo que no se consumen los mismos tipos de bebidas alcohoélicas en todo el
mundo, tampoco la forma de consumirlo es igual entre todas las personas, pues podemos

diferenciar dos tipos de consumo de alcohol etilico:

- Consumo moderado: Consumo de bebidas alcohdlicas por debajo de 10-12¢g de
alcohol etilico al dia para mujeres y de 20-24g de alcohol etilico para hombres
[130]. Es decir, mas o menos una bebida al dia, aunque hay cierta discusion

respecto a esta definicion.

- Abuso del consumo de alcohol etilico: En este caso se habla de un consumo
superior a 60g de alcohol etilico en una tinica ocasion, al menos una vez al mes.
Europa es la zona con un mayor porcentaje de poblacidon que presentan este tipo

de consumo, un 26,4% en 2016, segun el observatorio de la OMS [129], [131].

A pesar de que se estima que el consumo de alcohol etilico a nivel mundial se reduzca del
43 al 40% para el afio 2025, el aumento de la poblacién mundial que se producira en el
mismo intervalo hard que haya cerca de 107 millones de bebedores més en 2025 que en
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2016, cuando se realizd el estudio [129]. Este motivo, unido al hecho que
aproximadamente un 5% de las muertes que se producen en el mundo pueden ser
atribuidas al consumo de alcohol etilico, provoca que exista una elevada preocupacion

por los organismos oficiales por los efectos que causa el alcohol etilico en la salud.

i.  Metabolismo del alcohol etilico
El alcohol etilico se ingiere de forma habitual por via oral, es absorbido en el tracto
intestinal y metabolizado en su mayor parte por el higado, mediante vias oxidativas y no
oxidativas. La via oxidativa, es la via principal de metabolismo del alcohol etilico en el
higado y estd compuesta por dos etapas (Figura 2): en la primera, la enzima alcohol
deshidrogenasa convierte el alcohol etilico en acetaldehido [132], una molécula altamente
reactiva y toxica; mientras que, en la segunda etapa, el acetaldehido es a su vez
transformado en acetato a través de la enzima acetaldehido deshidrogenasa [112], [131],
para después ser excretado en forma de CO», &cidos grasos y agua. Tal y como puede
verse en las reacciones de oxidacion del alcohol etilico (Figura 2), la oxidacion del alcohol
etilico por parte de las mitocondrias de los hepatocitos hasta convertirlo en acetato se

produce por la reduccion del NAD+ a su forma NADH.

alcohol deshidrogenasa

EtOH + NAD* Acetaldehido + NADH + H*

acetaldehido deshidrogenasa

Acetaldehido + H,0 + NAD™ Acetato + NADH + H*

Figura 2. Reacciones de metabolismo del alcohol etilico [133].

En cuanto a la via no oxidativa, el alcohol etilico se conjuga con distintos metabolitos
endogenos y forma compuestos como la fosfolipasa D, fosfatidilalcohol etilico o los
esteres etilicos de acidos grasos [134]. Otras formas de metabolismo del alcohol etilico

también son el metabolismo oxidativo por el citocromo P4502E1 y la oxidacion del
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alcohol etilico en el cerebro por parte de la catalasa, usando perdxido de hidrégeno como

sustrato [135].

ii.  Efectos del consumo de alcohol etilico sobre la salud
Como consecuencia del metabolismo del alcohol etilico, se alteran diversos procesos
biologicos de sefalizacion y del metabolismo, llegando a afectar a funciones muy

importantes de diversos 6rganos y sistemas.

Uno de los efectos que se produce por el metabolismo del alcohol etilico es una
acumulacion de NADH, con lo que aumenta la ratio NADH/NAD+. El aumento de esta
ratio produce la inhibicion de la gluconeogénesis en el higado porque impide la oxidacién
del lactato a piruvato. Esto interrumpe la generacion de glucosa a partir del piruvato,
produciéndose hipoglucemia. Ademas, se acumula lactato en el organismo, que es un
compuesto toxico que produce acidosis lactica; se alteran las cadenas oxidativas de las
mitocondrias y se genera estrés oxidativo [112]. Por ultimo, esta modificacion de la ratio
NADH/NAD+ bloquea el ciclo de Krebs, debido a la inhibicion de la enzima isocitrato
deshidrogenasa y la oxoglutarato deshidrogenasa. Esto tiene como consecuencia la
formacion de cuerpos cetonicos, lo que agrava la acidosis producida por el lactato, ya que
no se puede eliminar la acetil-Coenzima A (Acetil-CoA) producida durante el

metabolismo del alcohol etilico, en el paso de transformar el acetaldehido en acetato.

Por otra parte, con el tiempo el metabolismo del alcohol etilico también se ve afectado y
se produce acumulacion de acetaldehido, aumentando la toxicidad en el organismo y el
fallo en la accion de muchas proteinas con las que reacciona el acetaldehido, afectando a
la regulacion de la sefalizacion de la proteina quinasa activada por monofosfato de
adenosina (AMPK), afectando a varios sistemas de sefializacion (como la PI3K) y
produciendo dafios y mutaciones en el ADN, ya que impide el normal funcionamiento del

sistema de reparacion del ADN [134], [136]. Por este ultimo motivo, la Agencia
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Internacional de Investigacion en Cancer (IARC en inglés) ha relacionado el consumo de
bebidas alcoholicas con una mayor probabilidad de suftrir distintos tipos de cancer, como
el cancer de la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe, laringe, eséfago, colon, rectal,

higado, ducto biliar y cancer de mama [137].

El acetaldehido, ademas, promueve la lipolisis en el tejido adiposo en un proceso que
implica a las proteinas transportadoras de acidos grasos libres, a la vez que el exceso de
NADH también produce la inhibicion de la B-oxidacion de acidos grasos en las
mitocondrias y se activa la sintesis de acidos grasos, produciendo una acumulacion de
triglicéridos en el higado y el torrente sanguineo [134]. A su vez, la acumulacion de
lipidos en el higado produce la muerte de los hepatocitos y un proceso de reparacion en
el que se forma tejido cicatrizante fibrotico que disminuye la funcion metabdlica del
higado, causando fallos hepaticos y enfermedades como la esteatosis hepatica, la hepatitis
alcohdlica, la cirrosis, fibrosis hepatica [138], [139] y la pancreatitis, cuya probabilidad
de aparicion también estd asociada a un consumo excesivo de alcohol etilico (mas de

40g/dia) [140].

Ademas de los dafios citados, el abuso de bebidas alcohdlicas puede afectar al sistema
endocrino, afectando a la secrecion de hormonas que controlan los flujos de informacion
entre los distintos 6rganos y células, asi como a la homeostasis de ciertas sustancias en el
cuerpo, como los electrolitos, lo que puede resultar en alteraciones en diversos sistemas
hormonales como el eje hipotdlamo-pituitario-suprarrenal (HPA), el eje hipotalamico-
pituitario-gonadal (HPG), el eje hipotalamico-pituitario-tiroides (HPT), el eje
hipotalamico-pituitario-hormona de crecimiento/factor de crecimiento similar a la

insulina-1 (GH/ IGF-1) y el eje hipotalamo-hipoéfisis posterior (HPP) [135], [141].

Por otro lado, el consumo moderado de bebidas alcohodlicas tiene ciertos efectos

beneficiosos. El consumo moderado de alcohol etilico, combinado con una dieta sana y
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actividad fisica regular, puede mejorar el riesgo de sufrir CVD cerca de un 80% y las
muertes por enfermedades coronarias en alrededor de un 25% [142], [143], ya que

aumenta el HDL y potencia su funcion en el organismo [131].

En cuanto a como afecta el consumo de bebidas alcohodlicas al cerebro, el consumo de
alcohol etilico produce dafios en el cerebro, ya sea un consumo moderado o elevado. La
diferencia radica en si el cuerpo tiene capacidad para reparar los dafios causados. El
consumo de alcohol etilico genera un aumento del estrés oxidativo del cerebro, generando
neurotoxicidad por accién del alcohol etilico y sus metabolitos, incrementando la pérdida
neuronal, gliosis, peroxidacion lipidica, neurodegeneracion y dafos a los

neurotransmisores [128].

A altas concentraciones, el alcohol etilico puede modificar las membranas celulares y
causar cambios no especificos en la actividad neuronal. Ademas, también afecta a los
canales de recompensa del cerebro, inhibiendo los receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato), que son mediadores de los efectos del alcohol etilico [144], [145]. Aunque esta
inhibicion se ve mitigada en parte por el efecto que tiene el alcohol etilico sobre la
DARPP-32 (fosfoproteina regulada por cAMP y Dopamina) y sobre la proteina tirosina
quinasa Fyn, que se fosforila en la subunidad NR2B por efecto del alcohol etilico y

aumentan la actividad de la NMDA.

El consumo excesivo de alcohol etilico, ademas, afecta al circuito de Papez y al circuito
fronto-cerebeloso, responsable de las funciones ejecutivas del cerebro, alterando su
funcionamiento y provocando desinhibicion, fallos en el razonamiento, la actividad
motora, el calculo, y amnesia temporal, cuando se consume de manera puntual una gran
cantidad de alcohol etilico [146], [147], [148], [149], [150], motivo por el que el alcohol
etilico es una de las causas principales de los accidentes de trafico. Ademas, el consumo

de alcohol etilico también acciona el sistema gabaérgico y produce somnolencia, aunque
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no produce un estado de suefio profundo ya que afecta a la fase REM, y por tanto a la
memoria a largo plazo [150]. Si el abuso del alcohol etilico es continuado, también se
produce adiccidn por “adaptacion neural”, proceso por el cual el alcohol etilico pierde su
efecto en el cerebro y se requieren dosis mayores para alcanzar los mismos estados de
embriaguez y sus efectos. Ademas, el consumo excesivo de bebidas alcohdlicas también
se ha asociado con trastornos de ansiedad, depresion, demencia y comportamientos
antisociales [131], [151], [152], que se relacionan en parte con la liberacion de citoquinas
y productos proinflamatorios debido a la accién del alcohol etilico sobre el receptor

inmune TLR-4 [149], [153].

Anteriormente se ha citado que el consumo de alcohol etilico afecta al eje HPA, que es
responsable entre otros de la respuesta al estrés y esta relacionado con el sistema inmune.
El consumo de alcohol etilico produce desajustes en la migracion de los neutréfilos al
lugar de infeccidn y esta relacionado con la modulacion de la respuesta de los linfocitos,
afectando a su maduracién y activacion, y a la liberacion de citoquinas, como las
interleuquinas 4, 10 y 13 o la TNF-a [154], [155]. Ademas, el consumo cronico de
alcohol etilico también afecta a la respuesta de las células T, disminuyendo la cantidad de
células antigeno-especificas CD8+ T, causando inmunodeficiencia [156], [157].
Teniendo estos datos en cuenta, y uniéndolos al hecho de que el consumo de bebidas
alcohodlicas es un acto social en muchas ocasiones, es facil entender por qué el alcohol
etilico tiene un efecto directo sobre la transmision de algunas enfermedades como el
Covid-19, la tuberculosis o la neumonia [158]. Ademas, debido a la desinhibicién que
produce, el efecto de relajacion y la pérdida de sensacion de peligro, facilita la transmision
de enfermedades de transmision sexual, como el VIH, por el aumento de la practica del

sexo sin proteccion [129], [158].
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El abuso de bebidas alcoholicas durante el embarazo también produce dafios irreparables
al feto, causando malformaciones, aborto espontaneo, nacimiento prematuro, déficits
cognitivos y menor desarrollo cerebral, ademas de dafios en 6rganos importantes como el

corazon, el higado y los pulmones [129], [159].

En su Gltimo informe, la organizacion mundial de la salud también incluye a la diabetes
como una de las enfermedades relacionadas con el consumo de alcohol etilico. Esta

relacion se tratard en el siguiente punto debido a su interés para la tesis que aqui se escribe.
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c. ESTRES OXIDATIVO COMO MECANISMO

FISIOPATOLOGICO

1. Estrés oxidativo. Radicales libres
El proceso de evolucion ha permitido que las células de los organismos aerdbicos se
aprovechasen del oxigeno existente en el planeta para sobrevivir, tanto como organismo,
facilitando el proceso de respiracion; como a nivel celular, donde nuestras células han
desarrollado un complejo sistema para sobrevivir en entornos con alto contenido en

oxigeno [160].

Asi, en nuestras c€lulas se producen transferencias de electrones entre especies quimicas
que contienen oxigeno mediante procesos que implican reducciones y oxidaciones
quimicas. Estos procesos, pueden ser muy beneficiosos para nuestro cuerpo, como cuando
las células usan estas reacciones durante la respiracion celular para eliminar especies
altamente reactivas e inestables, conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS); o
cuando las cé¢lulas usan este mecanismo para eliminar los organismos infecciosos que las
atacan. Cuando hay un equilibrio entre la produccion de las ROS y la capacidad de
contrarrestarlos por parte del cuerpo mediante sustancias llamadas antioxidantes, tenemos
homeostasis redox, mientras que, si la producciéon de ROS es excesiva y no puede ser

contrarrestada, hay estrés oxidativo [161].

Las ROS son especies procedentes principalmente de la respiracion aerobia que contienen
oxigeno. Las ROS pueden ser radicales como los aniones superéxido (O?) e hidroxilo

(OH); o compuestos quimicos, como el perdxido de hidrogeno (H20») [160].

Los radicales libres (RL) son moléculas que presentan un electron desapareado en su
orbital molecular mas externo, por lo que son especies altamente inestables y reactivas,

ya que buscan completar la configuracion electronica para tener una configuracion
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quimica estable [162]. Por esta razon, reaccionan con las moléculas cercanas,
desestabilizando su configuracion electronica y llegando a desencadenar reacciones en

cadena.

Del mismo modo que hay especies reactivas de oxigeno derivadas del metabolismo del
oxigeno, existen las especies reactivas del nitrogeno (RNS), derivadas del metabolismo
del 6xido nitrico. El 6xido nitrico es un compuesto altamente reactivo, debido a la vacante
de un electron en su configuracion electronica, y reacciona con el oxigeno molecular,
ROS, tioles y oligoelementos como los metales de transicidon; formando peroxinitrito
(ONOO"), nitratos (NO*), nitritos (NO*) y 6xidos de nitrogeno como el trioxido de
dinitrégeno (N203) y el didxido de nitrégeno (NOz) [163]. Estos compuestos suelen
incluirse de manera genérica dentro de los RL, aunque al igual que las ROS, no todos los

compuestos derivados del metabolismo del nitrégeno sean radicales libres.

De forma habitual, es comun utilizar de manera indistinta los términos ROS, oxidantes y

RL, aunque como hemos visto existen pequenas diferencias entre ellos [161].

a. Papel fisiologico.

Los radicales libres tienen una funciéon muy importante a nivel celular como defensa ante
agresiones externas producidas por microbios y virus, asi como reguladores de la funcién
celular actuando como mensajeros [164]. También tienen un papel clave en la activacion
de enzimas, asi como en la activacion de los procesos inflamatorios. En el caso de las
RNS también son muy importantes en la regulacion de funciones del sistema

cardiovascular y nervioso.
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ii.  Papel patogénico.
La aparicion de radicales libres y ROS en el organismo ha sido relacionada con
enfermedades como la hipertension [165], las CVD [166], la inflamacion sistémica [167],

la diabetes [70], el SIDA [168], la epilepsia [169], el MetS [59], [170], etc.

Estos radicales tienen la capacidad de alterar los mecanismos celulares y fisiologicos,
produciendo déficits o danos en diversos sistemas, ya que provocan mutaciones en el

ADN y dafio en las proteinas y los lipidos que forman parte de la membrana celular [124].

i.  Generacion de radicales libres.
Los RL, ROS y RNS pueden proceder tanto del propio metabolismo (fuentes endogenas)
como de agresiones externas (fuentes exodgenas). Entre las fuentes mas comunes podemos
citar la cadena electronica mitocondrial, la actividad de la NADPH fagocitaria, el
metabolismo del 4cido araquidénico, la deslocalizacion de Fe** y Cu® de sus sitios de
deposito y su oxidacion (reacciones de Fenton y Haber-Weiss), la hiperactividad de la
xantina oxidasa, la activacion de la enzima o6xido nitrico sintetasa, disminucién de la
actividad de moléculas antioxidantes, radiaciones ionizantes, metabolismo y accion de
farmacos y xenobiodticos, procesos inflamatorios y exceso en la concentracion de oxigeno

(como el caso de terapias con oxigeno) [160].
iii.  Peroxidacion lipidica

a. Concepto.

Llamamos peroxidacion lipidica al deterioro de las membranas de fosfolipidos de las
células por accion del radical hidroxilo (OH). Cuando este radical se genera cerca de las
membranas celulares, ataca a los 4cidos grasos poliinsaturados que forman los

fosfolipidos, como el &cido docosahexaenoico o el &4cido araquiddénico, y forma
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hidroperdxidos, unos compuestos muy inestables y que generan nuevos radicales libres,

que a su vez, pueden iniciar nuevas cadenas de peroxidacion (Figura 3)[171].
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de oxigeno

4 /!
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AGPl— en —— LOOH Lo — Y otros
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AGPI: Acidos grasos poliinsaturados

Figura 3. Esquema de mecanismos implicados en la lipoperoxidacion [172].

i.  Productos de la peroxidacion de lipidos.
Entre los diferentes subproductos que se forman por la peroxidacion lipidica, estan el
grupo de los aldehidos, que por su capacidad reactiva han sido altamente estudiados. Entre
los mas estudiados podemos encontrar el malondialdehido o0 MDA, el 4-hidroxinonenal

y el 4-hidroxihexenal.

i. Malondialdehido (MDA)
El propanodial, méas conocido como malondialdehido es una molécula formada por un
grupo 1,3-dicarbonilo, con formula C3H4O> y un peso molecular de 72,06 g/mol. Debido
a que es una molécula muy pequena, es volatil y, en fase gaseosa y en disolucion, esta en

equilibrio con la forma endlica, por lo que es moderadamente acida con un pKa = 4,46

[173].
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Figura 4. Equilibrio ceto-endélico del MDA.

El MDA, se forma a partir de la degradacién oxidativa de los &cidos grasos
poliinsaturados, como el acido araquidonico (acido 5,8,10,12-eicosatetraenoico). En el
proceso de formacion del MDA, se produce la ciclacion del acido originario como primer
paso para romperse posteriormente, dando como subproducto el MDA (Figura 5). Dado
que la formacion del malondialdehido es independiente del acido graso poliinsaturado de
partida, se ha aceptado el uso del MDA como marcador del proceso de peroxidacion
lipidica de manera general, siendo la determinacién por HPLC la técnica mas adecuada,
ya que la determinacion por espectroscopia es poco selectiva y determina productos no

provinientes de peroxidacion lipidica [172], [174].

COOH

/
9] N\
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Figura 5. Degradacion oxidativa del acido araquidonico y formacion del MDA [173].

iv.  Defensa antioxidante

i.  Sistemas antioxidantes de importancia biologica.
Los antioxidantes son sustancias que retrasan o previenen la oxidacion de un sustrato
oxidable (DNA, lipidos, carbohidratos o proteinas), aun cuando esté a baja concentracion

respecto al sustrato [162].
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Como se ha comentado anteriormente, la homeostasis redox es el equilibrio entre las
especies oxidantes y antioxidantes, por lo que las células han desarrollado un potente
sistema antioxidante para mantener este equilibrio y evitar que las especies oxidantes
dafien a la propia célula. Esta defensa antioxidante estd formada por recolectores y
neutralizadores no enzimaticos llamados antioxidantes, como las vitaminas C y E o el
glutation; y por enzimas con actividad antioxidante. Estas ultimas se dividen en enzimas
antioxidantes primarias, que actuan directamente sobre las ROS, como la catalasa,
superoxido dismutasa, glutation peroxidasa y reductasa; y en enzimas antioxidantes
secundarias, que complementan los sistemas antioxidantes, manteniéndolos o conjugando

sustancias derivadas de la accion de las ROS, como la glutation S-transferasa.

ii.  Elsistema glutation.
El glutation es un tripéptido formado por acido glutdmico, cisteina y glicina y, junto con
las enzimas relacionadas con su metabolismo, forma el sistema glutatién (Figura 6). El
glutation es un compuesto muy reactivo debido a la presencia de un grupo tiol (-SH) libre
en su estructura. Ademas, cuenta con un enlace y-glutamilo que lo protege de las
peptidasas [175]. El glutation puede encontrarse en distintas formas y estados de
oxidacion, por eso se puede encontrar con el tiol en su forma reducida (GSH), con el tiol
en su forma oxidada (GSSG) y en forma de disulfuros mixtos, mayoritariamente
formando uniones con proteinas (GS-S-proteina). Las concentraciones de estas formas
redox del glutation no son constantes en el tiempo y dependen de las alteraciones a las

que se vea sometido el sistema.
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Figura 6. Representacion del sistema glutation (Modificada de Muriach [176]).

Las enzimas mds importantes que intervienen en el sistema glutation son:

- Glutation peroxidasa (GPx). Esta enzima contiene selenio y recibe su nombre de
la capacidad que tiene para reducir el peréxido de hidrégeno (H20O») a agua. La
funcion principal de esta enzima es proteger las membranas celulares de la
peroxidacion lipidica. Es la principal enzima de la actividad peroxidasa en las

células.

- Glutation disulfuro reductasa (GR). Esta enzima es la encargada de reducir el
glutation disulfuro (GSSG) que se forma en las reacciones de peroxidacion a su
forma reducida (GSH). Esta enzima actia como catalizador de la reduccion del

GSSG en presencia de NADPH.

- Gamma Glutamil transpeptidasa (y-GT). Esta enzima cataliza la transferencia del
grupo gamma glutamilo en el proceso de regeneracion de los aminodcidos para
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formar nuevo GSH. Su funcion estd relacionada con el paso de aminoacidos a

través de la membrana celular.
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d. ESTRES OXIDATIVO, METS, DIABETES Y CONSUMO DE

ALCOHOL ETILICO

Tal y como se ha puesto de manifiesto hasta ahora, el consumo de bebidas alcoholicas
tiene un efecto adverso sobre diversos Organos y sistemas, como el sistema nervioso
central o el endocrino; e incluso puede contribuir a un aumento de la mortalidad. Por
supuesto, muchos de los efectos descritos son dependientes de la dosis de alcohol etilico
consumida y del modelo de ingesta, siendo peores los consumos abusivos en cortos
periodos de tiempo que el mismo consumo moderado a lo largo del tiempo [177]; y del

tipo de bebida alcohdlica consumida [178], [179], [180], [181], [182], [183].

En el caso de los efectos del alcohol etilico sobre el metabolismo de la glucosa y el
desarrollo de la diabetes, no hay un consenso cientifico respecto a si el consumo de
bebidas alcoholicas favorece o reduce la probabilidad de sufrir esta enfermedad y sus
efectos. Diversos estudios sefialan que el alcohol etilico podria producir un efecto
dependiente de la dosis: favoreciendo el desarrollo de la T2D y CVD en consumos muy
limitados y abusivos, y previniéndola en consumos moderados. Estos estudios apuntan
que la curva que representa la relacion entre el consumo de alcohol etilico y la aparicion
de la diabetes o la sensibilidad a la insulina tiene forma de U (también conocida como
forma J) [182], [184], [185], [186], [187], [188], [189], [190], [191]. Sin embargo,
algunos autores sefialan que podria haber una sobreestimacion de los beneficios del
alcohol etilico y que éstos tan sélo serian significativos en mujeres y personas no asiaticas

[187], [189].

La reduccion del riesgo de padecer T2D podria estar asociada a los efectos que el alcohol
etilico causa sobre el metabolismo de la glucosa. En primer lugar, el alcohol etilico reduce

la glucogenolisis a partir del glicerol, debido a que su metabolismo por la accion de la
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enzima alcohol deshidrogenasa modifica la ratio NADH/NAD+, reduciendo la cantidad
de piruvato y, por tanto, reduciendo la piruvato-carboxilasa, que es la enzima limitante
del proceso y reduciendo la cantidad de glucosa producida por el higado [192]. Ademas,
el contenido de glicerol en el higado y los niveles de FFA en plasma también se ven
disminuidos [186], [193], por lo que contribuyen més si cabe a la inhibicién de la
glucogendlisis. Por su parte, Fromenty y sus colaboradores encontraron mejoras en la
T2D en ratones ob/ob por accion del alcohol etilico, reduccion de la glucemia y de los

triglicéridos, aunque los ratones mostraban niveles de FFA mayores [194].

Por su parte, otros autores sefialan que el consumo moderado de alcohol etilico aumenta
la tolerancia a la glucosa, bien sea por un aumento en la secrecion de insulina o por un
aumento en la sensibilidad a la insulina [186], aunque los mecanismos que producen estos
efectos no estan claros y algunos de estos efectos podrian venir dados por la condicion
previa de la persona que toma la dosis de alcohol etilico. Asi, por ejemplo, se ha
observado que la hipoglucemia causada por el alcohol etilico depende del estado de
nutricion o ayuno de la persona [186], [195], asi como si presentaba diabetes [196], [197].
Para aumentar la controversia, otros estudios muestran que tanto la infusion de alcohol
etilico durante pocas horas o, incluso, el consumo moderado durante algunos afios no
afectan a la tolerancia a la glucosa [198], mientras que otros estudios con humanos y con

animales de laboratorio tienen como resultado una menor tolerancia a la glucosa [199].

La literatura parece indicar que el consumo agudo y crénico de alcohol etilico afecta la
secrecion de insulina y el consumo de glucosa estimulado por la insulina en las células
del musculo esquelético [186], aunque incluso aqui, hay resultados contradictorios entre
si. De un lado, se ha observado que no hay variacion de los niveles de glucosa debidos al
consumo de alcohol etilico, y esto puede explicarse por una disminuciéon de la

fosforilacion del IR-1 y del Akt [200]. Aunque, por otro lado, se sabe que el consumo de
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alcohol etilico produce un aumento del calcio intracelular y un aumento de la secrecion
de la insulina [201]. Ademas, ¢l alcohol etilico inhibe la secrecidén de insulina in vitro,
aunque cuando se estudid este efecto en modelos in vivo los resultados fueron que el
alcohol etilico aumenta la secrecion de insulina estimulada por la glucosa (GSIS) [186].
El consumo de alcohol etilico puede afectar a diversos procesos que regulan la secrecion
y efecto de la insulina, como la sefializacion PI3K/Akt y la traslocacion del GLUT4, asi

como a la regulacion y expresion de la glucoquinasa (GCK) [112].

El consumo de bebidas alcohdlicas estd relacionado con una reduccion de la masa de
células beta y su disfuncion [178]. Esta reduccion de la masa de células B y su funcion
esta causada por el aumento de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
provenientes del metabolismo del alcohol etilico en el organismo, que altera la cadena
oxidativa mitocondrial provocando la disfuncion de las mitocondrias y causando la

apoptosis de las células B [141], [178], [202].

Ademas, no queda claro del todo si el efecto beneficioso del consumo de bebidas
alcohdlicas se produce por el hecho de consumir alcohol etilico per se o si, por el
contrario, es un efecto producido por el resto de componentes de la bebida alcohdlica.
Asi, por ejemplo, se han asociado los efectos beneficiosos del consumo de vino tinto al
acido tanico [179], los polifenoles y, en especial, al resveratrol, por sus efectos
antiinflamatorios, antioxidantes, vasculares y de sensibilizacion a la insulina [181]. Por
otro lado, mientras que algunos autores no encuentran diferencias en los efectos
producidos en la glucosa entre distintos tipos de bebidas alcohoélicas [179], otros muestran
que estos efectos dependen del tipo de bebida alcoholica. Asi, por ejemplo, el consumo
moderado de cerveza mejora la sensibilidad a la insulina e influye positivamente en los

factores de riesgo cardiovasculares y del MetS de manera similar la producida por el vino
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[183], aunque otros autores sefialan que el vino es la bebida alcohdlica el que presenta

una mayor proteccion frente a la T2D [182].

Segtin la literatura, existe una relacion entre el consumo de alcohol etilico y el desarrollo
de MetS. La evidencia epidemioldgica sugiere que hay una compleja relacion entre el
consumo de alcohol etilico y el desarrollo de MetS debido en parte a que es comun que
los pacientes con MetS sean consumidores de alcohol etilico [203]. Diversos estudios han
asociado el consumo de alcohol con el desarrollo de MetS. De esta manera, el consumo
de alcohol etilico en dosis elevadas ha sido asociado con el desarrollo de MetS y el
empeoramiento de las consecuencias de este sindrome (aumento de presion arterial,
obesidad abdominal, hipertrigiliceridemia y diabetes), mientras que el consumo
moderado de alcohol etilico ha sido atribuido a una menor prevalencia de MetS [204],
[205], [206]. Cabe destacar, que el consumo de alcohol etilico de manera moderada puede
mejorar las consecuencias del MetS. Asi, el consumo de alcohol etilico aumenta el
colesterol HDL y reduce el LDL [181], [207], reduce el peso corporal y aumenta la
secrecion de adipocitocina, una hormona secretada por los adipocitos que estimula la
oxidacion de 4cidos grasos y reduce los triglicéridos plasmaticos [112], [141],
aumentando la sensibilidad a la insulina [208] y mejorando, en general, los riesgos
cardiovasculares [183]. Algunos autores han apuntado que parte de los beneficios
cardiovasculares producidos por el consumo de alcohol etilico se deben al efecto
vasodilatador del alcohol etilico [209]. Por otra parte, otros estudios apuntan que
suministrar alcohol etilico a personas con obesidad o riesgos cardiovasculares podria
complicar estas enfermedades [112], [202], encontrandose un efecto similar en personas

mayores [193].

Tal y como se ve, a pesar de que algunos autores hayan encontrado relacion entre el

consumo de bebidas alcohdlicas y la reduccion de la diabetes, llegando en algunos
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estudios a suponer reducciones del riesgo de sufrir T2D que varian entre un 30 y un 56%
[190], [191], [210], existe una gran controversia cientifica respecto a los efectos del
alcohol etilico en la T2D y en el MetS, ya que atin no estan claros los mecanismos por los
que se producen esos efectos o, ni siquiera si son producidos por el consumo de alcohol

etilico.

El estrés oxidativo estd relacionado con el desarrollo de numerosas patologias
neurodegenerativas y metabolicas, como el cancer, la diabetes o el alzhéimer [93], [167].
Como se ha comentado anteriormente, esto es asi por la capacidad de las ROS para alterar
la funcion y estructura de proteinas, genes, enzimas y alterar sefiales celulares. En el caso
de la diabetes, por ejemplo, se cree que las ROS afectan directamente a la secrecion de
insulina estimulada por la glucosa mediante la interrupcion de las sefiales provenientes
del metabolismo de la glucosa [111] y a lamuerte de las células B, secretoras de la insulina

[84].

Otro de los efectos que tiene el estrés oxidativo en la diabetes es la inactivacion de
diversas enzimas antioxidantes, como la superdxido dismutasa (SOD), encargada de
eliminar el exceso de perdxido de hidrogeno; o la reduccion de la actividad de la vitamina
Cyel GSH, por lo que aumenta el dafio producido y aumenta la inflamacion de los tejidos,
aumentando los niveles de IL-6 y TNF-a [71], [93], [160]. De hecho, la inflamaciéon
cronica de los tejidos es una de las caracteristicas del MetS, ya que la sobrealimentacion
activa las sefales proinflamatorias y, causa y propaga dafios en las células, aumentando
el estrés oxidativo y alimentando el circulo vicioso. El estrés oxidativo activa la ruta NF-
kB, que tiene como resultado la formacién de compuestos citotoxicos, el aumento de la
inflamacion sistémica, la disminucion de la accidn de la insulina y la apoptosis celular.
Este efecto es particularmente daiino a nivel de las células beta, ya que tienen baja

actividad de enzimas antioxidantes, como la SOD, catalasa y GPx [70], [211], lo que las

53



hace mas susceptibles del dafio celular, causando muerte de las células B y el desarrollo
de la diabetes [84]. También es muy importante el dafio oxidativo producido al sistema
nervioso central, ya que se ha relacionado la disminucion de la defensa antioxidante y el
aumento de la peroxidacion lipidica causada por ROS con muerte celular en casos de

diabetes y de exposicion al alcohol etilico [212].

Uno de los 6rganos mas susceptibles al estrés oxidativo es el cerebro, ya que consume
una gran cantidad de energia y oxigeno para mantener su funcion y es uno de los érganos
encargados de controlar las funciones metabolicas del cuerpo. De hecho, el cerebro es el
encargado de regular el consumo de energia, a través de las sefiales que recibe y emite
desde el hipotalamo. En este caso, el estrés oxidativo causa muerte de las neuronas y dafia

la comunicacion entre ellas, causando enfermedades como el alzhéimer [167].

Por su parte, la hipertrigliceridemia, la hipertension, hiperglucemia, la resistencia a la
insulina y la obesidad estan relacionadas con un aumento de la produccion ROS, en
especial de aniones superoxido en las mitocondrias, debido a un exceso de aporte de
electrones a la cadena respiratoria y falta de actividad fisica [59], [170]. Se establece asi
una relacion entre el MetS y el estrés oxidativo. En este sentido, James y cols. proponian
que el desequilibrio causado por excesivo estrés oxidativo en las sefiales redox que
controlan el almacenamiento y consumo de energia podrian ser la causa del MetS [59]. A
parte de esta hipodtesis, la alteracion de los niveles de HDL en el MetS disminuyen la
actividad antioxidante de esta lipoproteina, aumentando el estrés oxidativo en el MetS. A
su vez, el estrés oxidativo afecta a los niveles de 6xido nitrico en sangre, por lo que
aumenta la disfuncion endotelial, aumentando el riesgo de sufrir infartos y accidentes
cerebrovasculares. Ademas, la alteracion del metabolismo de los lipidos por parte de la
glucosa favorece la esterificacion de los lipidos y la formacién de ceramida, que esta

relacionada con el aumento del estrés oxidativo [70].
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A parte de las causas de estrés oxidativo relacionadas con el metabolismo y la
enfermedad, los héabitos de vida poco saludables también contribuyen al estrés oxidativo.
Asi, por ejemplo, la actividad fisica se ha relacionado con una modificacion en los niveles
de estrés oxidativo [71], [213], mientras que el consumo de dietas elevadas en contenido

graso aumenta el dafo oxidativo celular [125].

Por otra parte, el consumo de alcohol etilico estd relacionado con un aumento de la
produccion de ROS, ya que durante su metabolismo se producen sustancias altamente
reactivas, como el acetaldehido y radicales libres como el hidroxilo, que forma H>O»; lo
que podria explicar la neuroinflamacion y el dafio causado al cerebro debido a su consumo

[128].

Ademas, por si todo esto fuera poco, también se ha demostrado la existencia de una
relacion directa entre el MetS y la contaminacién ambiental, que podria deberse al estrés

oxidativo causado por la exposicion a las toxinas ambientales [44].
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e. MODELOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los modelos de experimentacion animal son herramientas que actualmente siguen siendo
imprescindibles para avanzar en el estudio de distintas enfermedades, patologias y
conductas humanas, asi como para asegurar la seguridad de medicamentos y productos

de uso cotidiano.

Entre las ventajas que podemos encontrar en la experimentacién animal, podemos citar la
ventaja de eliminar algunas variables de los individuos de estudio, como son los diferentes
estilos de vida, alimentacion, heterogeneidad genética y la imposibilidad o dificultad de
obtener muestras de tejidos y organos en humanos. La posibilidad de manipular
genéticamente a los animales de experimentacion para expresar o bloquear ciertas
caracteristicas para avanzar en la investigacion de factores genéticamente determinados,
como la sintesis de proteinas y sus efectos en el metabolismo, o incluso predisposiciones
y enfermedades genéticas, es otra de las grandes ventajas de los modelos animales de

experimentacion.

Por el lado de los inconvenientes, hay que tener en cuenta que sigue existiendo gran
diferencia entre el metabolismo animal y el humano, por lo que resulta dificil extrapolar
todos los resultados obtenidos en la investigacion animal a los humanos. Ademas, cabe
resaltar las dificultades inherentes al uso de animales de investigacion, tales como los
requisitos administrativos, operativos (instalaciones) y de formacién, asi como las

consideraciones éticas asociadas.

A pesar de estas consideraciones, la experimentacion animal sigue siendo una
herramienta valida y util para la obtencion de datos valiosos que han permitido avanzar

en la investigacion en campos de la medicina y la psicologia, entre otras.
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1. Modelos animales de MetS y diabetes
Debido a los problemas socioecondmicos y para la salud que causan tanto la diabetes
como la obesidad y el MetS, se han llevado a cabo numerosas investigaciones cientificas
usando modelos animales para avanzar en el conocimiento y tratamiento de estas
enfermedades. Por este motivo, en la bibliografia podemos encontrar distintos modelos

de experimentacion animal.

La gran mayoria de estos modelos son modelos animales de especies roedoras,
principalmente ratones y ratas, aunque también se han desarrollado métodos con primates
y otros mamiferos como los cerdos [214], [215]. El motivo de este uso intensivo de
especies roedoras es debido a la facilidad de manipulacion, el ciclo de vida de estos
animales y el coste econdmico mas bajo, en comparacion con otras especies mamiferas,

que requieren instalaciones mayores, mas costosas y mas tiempo para obtener resultados.

En cuanto a los modelos roedores, podemos diferenciar dos grandes grupos: los modelos
espontaneos o genéticos y los modelos inducidos. Los modelos espontaneos o genéticos
son estirpes que, mediante cruces endogamicos o modificaciones genéticas, presentan las
caracteristicas de la enfermedad que se quiere investigar. En el caso de la diabetes, en este
grupo podemos encontrar los ratones ob/ob, db/db, Rata obesa y diabética Zucker (ZDF),
Rata obesa Otsuka Long Evans Tokushima (OLETF), Rata Goto Kakizaki (GK) o Tori
diabética espontdnea (SDT) [214], [216]. Por otro lado, los modelos inducidos son
cualquier estirpe de roedor que, no presentando las caracteristicas de la enfermedad a
estudiar de manera natural, presentan estas caracteristicas tras ser inducidas por
farmacos. En este grupo podriamos encontrar, por ejemplo, los ratones C57BL6 a los que
se les administra aloxana o estreptozocina para generar los efectos de la diabetes tipo 1

[217].
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Los modelos experimentales mas usados en MetS y diabetes son los ratones ob/ob, db/db
y Ay/a, ademas de las ratas fa/fa y los modelos inducidos principalmente por dieta [218],

[219].

- Ratones 0b/0b

Los ratones ob/ob son ratones C57BL6 con una mutacion en el gen ob, lo que previene la
sintesis de leptina funcional [220]. Este gen fue descubierto por clonacion posicional,
abarca 650 kilobases, consta de 3 exones separados por 2 intrones y codifica 4.5 kilobases

de mRNA [63].

La hormona leptina es producida y secretada por los adipocitos blancos y actua en los
receptores del hipotadlamo para controlar el consumo de energia en el cuerpo a través del
control del apetito, el ratio metabdlico, el metabolismo y almacenamiento lipidico y las
concentraciones en sangre de glucosa e insulina [58], [63]. Ademads de estos aspectos, la
leptina también modula el sistema inmune, el metabolismo de los huesos y la
angiogénesis [221] y juega un papel importante en la maduracion del aparato reproductivo

y el desarrollo cerebral en ratones [63].

Debido a la falta de leptina funcional y los procesos fisioldégicos en que esta proteina
actlia, los ratones con esta mutacion presentan hiperfagia y muestran un fenotipo obeso
(de ahi su nombre ob) [222], que es facilmente apreciable a las pocas semanas de edad,
llegando a pesar mas de 100g a los 12 meses de edad [218], [223]. Ademas, presentan un
gran numero de anormalidades endocrinas y metabolicas como son la dislipidemia,
esteatosis hepatica, son estériles, muestran defectos neuronales y tamafios cerebrales

reducidos, hipotermia y arterosclerosis [58], [63], [218], [221], [223].

Debido a la falta de accion de la leptina como regulador del metabolismo de la glucosa,

estos ratones presentan niveles ligeramente elevados de glucosa en sangre que compensan
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mediante un aumento de la masa de las células beta y de secrecion de insulina, por lo que
presentan hiperinsulinemia [63], [214], [216], [218], [223]. Esta, en combinacién con la
obesidad, lleva al desarrollo de la T2D por lo que han sido ampliamente utilizados como
modelos animales de MetS [216], [218], aunque no presentan hipertension [224]. Cabe
sefialar, que en los casos que aparece la T2D, esta suele desaparecer a partir de los 6 meses

de edad, cuando los valores de glucemia de estabilizan en un valor casi normal [223].
- Ratones db/db

Los ratones db/db son ratones que, de manera similar a los ratones ob/ob, sufren una
mutacion genética que afecta al efecto de la leptina en el metabolismo, si bien mientras
que la mutacion causada en el locus ob genera una leptina no funcional, en el caso de la
mutacion locus db se produce una modificacion de los receptores de leptina, por lo que

no son capaces de responder a la presencia de la molécula [63].

Como en el caso de los ratones ob/ob, los ratones db/db presentan obesidad temprana,
hiperfagia, perfiles lipidicos similares a los ratones ob/ob, esteatosis hepdatica y
deficiencia neuronal [58], [63], [218], [221], [223], aunque todos estos sintomas son mas
acentuados y presenta menor esperanza de vida que los ratones ob/ob [216]. Al contrario
que los ratones ob/ob, los ratones db/db no normalizan los niveles de glucemia con el
tiempo (de ahi el nombre db, en referencia a diabetes) y muestran alteraciones
estructurales en los organos asociadas a la diabetes [72]. Ademas, presentan picos de

leptina circulante en el torrente sanguineo [218].

- Ratones 4y/a

Los ratones Agouti o lethal yellow (de ahi el nombre Agouti yellow, Ay) son ratones con

una mutacién en el locus del cromosoma 2 que codifica el péptido agouti [225]. Este
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péptido es un antagonista de la melacortina en el cerebro y bloquea el efecto de la leptina

en el cerebro [218], [224], [225].

Debido a esta mutacion, estos ratones tienen un caracteristico pelaje de color amarillo y
desarrollan obesidad. Ademads, también presentan hiperinsulinemia, dislipidemia,
hiperleptinemia, presion arterial elevada y, en el caso de los machos, hiperglicemia [224].
Por su parte, a diferencia de los ratones 0b/ob y db/db no presentan infertilidad, aunque

si son propensos a la formacion de tumores [218].

- Modelos inducidos por dietas

Existen diversos modelos animales de MetS inducidos por dieta, encontrandose entre los
modelos mas utilizados las ratas Sprague-Dawley, ratas Wistar, los ratones C57BL/6J y
los Hamster dorados sirios [219]. A pesar de que existan diversos modelos animales, que
mas o menos pueden favorecer la aparicion del MetS, para esta forma de inducir el MetS

es mas relevante el tipo de dieta usado y las caracteristicas del MetS generado.

El modelo animal inducido por dietas con alto contenido graso ha mostrado ser un buen
modelo para estudiar los efectos de la obesidad, debido a que permite rellenar lagunas
como el efecto regulador del metabolismo de la leptina, que no puede ser tenido en cuenta
en modelos como los ratones ob/ob. A pesar de la diferencia en la leptina, el metabolismo
de los acidos grasos, la gluconeogénesis y la glicélisis de estos modelos han mostrado ser

similares a los de los ratones 0b/ob [226].

Los animales alimentados con estas dietas desarrollan obesidad a largo plazo, lo que causa
la aparicion de hiperglicemia, hiperinsulinemia, dislipidemia y niveles elevados de
colesterol, en un proceso similar al que experimentan los humanos [214], [219]. Aunque
la mayor desventaja de este modelo experimental es el tiempo necesario para que aparezca

esta sintomatologia [92], [214].
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Por otro lado, también existen las dietas basadas en la adicion de altas cantidades de
fructosa o sacarosa, aunque a pesar de ser ambos sacaridos, no producen MetS de
caracteristicas comunes [219]. Asi, mientras que los animales alimentados con dietas con
alto contenido en fructosa consiguieron desarrollar un peso elevado, aumento de la
adiposidad, hiperlipidemia, hipertrigliceridemia, hipertension, colesterol, diabetes y
menor sensibilidad a la insulina; los animales tratados con sacarosa no consiguieron

desarrollar la diabetes, aunque si tenian niveles de insulina elevados [227].

Al igual que existen estas dietas basadas en sacarosa y fructosa, también existen otro tipo
de dietas en las que los animales son alimentados basicamente con carbohidratos. Debido
a este tipo de alimentacion y el estilo de vida sedentario de los animales, €stos tienden a
acumular grasa y desarrollan obesidad, que les conduce a padecer MetS. En este caso, los
animales desarrollan hipertension, diabetes, obesidad y dislipidemia tras 16 semanas

[219].

ii.  Modelos experimentales de consumo de alcohol etilico
Los modelos animales experimentales son una potente herramienta en la investigacion
del abuso y dependencia del alcohol etilico, ya que permiten ver los efectos de este en los
organos, ademas de otros aspectos como la tolerancia al alcohol etilico y los desérdenes

de conducta asociados a su consumo [228].

A la hora de seleccionar el modelo experimental, aunque hay algunas variantes genéticas
mas predispuestas al abuso de alcohol etilico, puede que sea mas importante determinar
el método de suministro de este. Por eso, podemos encontrar modelos voluntarios, entre
los que se encuentran los motivacionales, en los que el animal toma la decision de
consumir alcohol etilico o métodos forzados en los que el animal no tiene otra alternativa

[228].
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Entre los métodos forzados, podemos encontrar la dieta Lieber-DeCarli [229], en la cual
los animales son privados de comida y reciben los nutrientes a través de una solucion
dietética liquida que incluye un cierto contenido alcohdlico. Otra de las alternativas es la
utilizacion de inyecciones intraperitoneales para administrar la dosis de alcohol etilico
[230], el uso de vapores de alcohol etilico que son administrados en la jaula para que el
animal lo respire [231], [232] o la privacion de bebidas sin contenido alcohdlico ad

libitum [228].

Entre los modelos voluntarios podemos destacar la eleccion entre dos botellas (two bottle
choice, en inglés) [228], [231] en que los ratones pueden elegir entre beber de una botella
con cierto contenido alcoholico o una botella con agua. En este grupo destacan los
modelos motivacionales, en que el roedor, para poder consumir la bebida alcohdlica
necesita realizar algln tipo de esfuerzo, como accionar una palanca que le permita acceder

al biberon [228].

En el caso de las bebidas alcohodlicas, tanto en los métodos forzados como en los
voluntarios, es usual el uso de edulcorantes como la sacarina para reducir el rechazo a

beber por parte de los animales, asi como ciertos periodos de habituacion [228], [232].
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
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El MetS se caracteriza principalmente por causar resistencia a la insulina, obesidad
central, dislipidemia, hipertension e intolerancia a la glucosa. Tal y como se ha explicado
en el marco tedrico, la obesidad produce dislipidemia y un aumento de FFA en el torrente
sanguineo, que se metabolizan en el higado y producen un aumento del LDL, causando
hipertension. Ademas, el aumento de FFA en circulacion causa resistencia a la insulina
en los tejidos periféricos y un aumento de la gluconeogénesis, aumentando los niveles de

glucosa en sangre.

Como resultado del aumento de los niveles de glucemia, las células beta secretan insulina
debido a un cambio de polaridad de la membrana celular que estimula el flujo de
Ca®" intracelular y la exocitosis. Ademads, debido a la resistencia a la insulina y ante la
demanda sostenida de este polipéptido, los islotes de Langerhans aumentan su capacidad
de secrecion de insulina mediante la transdiferenciacion de células a a células B y la

hiperplasia de los islotes de Langerhans.

Esta situacion genera mucho estrés a las células beta, por lo que aumenta la concentracion
de citoquinas proinflamatorias y se genera estrés oxidativo que, en ultima instancia,
produce apoptosis celular y muerte de las células §, obteniéndose como resultado un
estado diabético (T2D). El estrés oxidativo es muy dafiino para los diversos drganos y
sistemas, como el SNC, donde el estrés oxidativo se ha relacionado con degeneracion

neuronal y desajustes cognitivos.

Por otro lado, no existe consenso cientifico respecto al efecto que el consumo de alcohol
etilico puede tener en pacientes diabéticos o con MetS. En la literatura se senala que el
consumo de alcohol etilico esta relacionado con un aumento de la probabilidad de sufrir
MetS, aunque esta relacion esta asociada a un consumo abusivo de alcohol, mientras que
el consumo moderado u ocasional podria estar relacionada con una reduccion de la

probabilidad de sufrir MetS [233]. El metabolismo del alcohol etilico genera acetaldehido
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y estrés oxidativo, pero también se asocia con un menor riesgo de CVD y un aumento en

la sensibilidad a la insulina debido a que estimula la secrecion de insulina, y reduce la

gluconeogénesis y la glucogendlisis, reduciendo los FFA en sangre.

A partir de este resumen se pueden extraer las siguientes premisas:

1.

La resistencia a la insulina produce un aumento de la secrecion de insulina para
contrarrestar los efectos causados por la resistencia a su accion en tejidos

periféricos y mantener la homeostasis de la glucosa.

El aumento de la secrecion de la insulina genera estrés oxidativo que puede

conducir a la apoptosis de las células .

Existe controversia en la bibliografia sobre los efectos del consumo del alcohol

etilico en relacion con la T2D y al MetS.

El metabolismo del alcohol etilico genera estrés oxidativo que, entre otros, afecta

al SNC.

El metabolismo del alcohol etilico tiene efectos en la secrecion de la insulina en

la célula .

Con estas premisas, se plantea la siguiente hipotesis:

Hipdtesis:

El consumo crénico de alcohol etilico produce una alteracion del estado oxidativo en el

cerebro ratones ob/ob, asi como una modulacion de la respuesta celular a la insulina.
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Objetivo General:

El objetivo principal de esta tesis doctoral es el estudio del efecto combinado del MetS y
el abuso del consumo de alcohol etilico sobre el estado oxidativo del SNC de ratones

ob/ob.

Para conseguir este proposito, se establecen los siguientes objetivos secundarios:

1. Estudiar el efecto que el consumo crénico de alcohol etilico causa sobre la

memoria a corto y largo plazo en un modelo animal de MetS.

2. Analizar los efectos que produce el abuso de alcohol etilico sobre la secrecion y

respuesta a la insulina en un modelo animal de MetS.

3. Valorar los efectos que produce el consumo cronico de alcohol etilico sobre el

estado glucémico de ratones con MetS.

4. Determinar los efectos que produce el consumo crénico de alcohol etilico sobre

el estado oxidativo del SNC en un modelo animal de MetS.
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MATERIAL Y METODOS



72



a. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTACION ANIMAL

El modelo animal de MetS seleccionado para llevar a cabo el estudio, fueron ratones
macho deficientes en leptina, conocidos como ratones ob/ob, que son homocigdticos para
la mutacion de la leptina (B6.V-Lep °”°?JRj) y los respectivos ratones macho control de
la misma estirpe sin modificar genéticamente (B6.V-Lep °”*JRj). Debido al déficit en
leptina, estos ratones muestran obesidad, hiperfagia, hiperglucemia transitoria,

intolerancia a la glucosa y elevados niveles de insulina en el plasma.

Los ratones utilizados en esta tesis doctoral tenian 4 semanas de edad cuando llegaron al
Servicio de Experimentacion Animal (SEA), donde se estabularon en cajas en grupos de
cinco ratones. Los animales pasaron una semana en la sala de cuarentena y después se les
traslad6é a la sala de estabulacion correspondiente una semana antes del inicio del
suministro de alcohol etilico para que se acostumbrasen a las condiciones de la sala
(temperatura 21+1°C y ciclo de luz/oscuridad de 12h, con el cambio de ciclo a las 8:00h
y a las 20:00h). Los ratones tuvieron a su disposicion bebida y alimento ad libitum durante

todo el experimento.

A las seis semanas de edad, se empez6d a suministrar alcohol etilico a los ratones
progresivamente, empezando por un 2% (v/v) en el agua de bebida hasta un 12% (v/v),
en aumentos progresivos de un 2% (v/v) cada 48h. Para evitar la aversion al gusto del
alcohol etilico y facilitar la adaptacion de los ratones a la bebida, se afiadian unas gotas

de sacarina (ciclamato s6dico) en el biberdn.

Al final de la fase experimental, los animales fueron sacrificados usando el método de la
dislocacion cervical. En el momento del sacrificio, se les extrajeron muestras de sangre y
muestras de cerebro. Estas muestras se congelaron inmediatamente con nitrogeno liquido

y se guardaron en un congelador a -80°C hasta el momento de su anélisis. Antes de realizar
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cualquier medida o prueba con los animales vivos, se dejaban 30 minutos antes en la sala

donde iba a realizarse la medicion para que se acostumbrasen a las condiciones de la sala.

1. Distribucién temporal
El experimento se desarrolld en una fase para estudiar los efectos del abuso del alcohol

etilico combinado con la patologia del MetS tras seis semanas de ingesta.

ii.  Tamafo y grupos muestrales
El céalculo del tamafio muestral se realizé en base a la diferencia esperada en la capacidad
antioxidante total del sistema nervioso central para un error alfa del 20% y un error beta
del 10%. Se obtuvo un tamafio muestral necesario de 60 ratones. Por ello, para nuestro
estudio se usaron un total de 60 ratones, 30 sin modificar genéticamente y 30 ratones

ob/ob.
Los ratones fueron divididos en los siguientes grupos experimentales:

o “Wild-Type” control (C): 15 ratones B6.V-Lep °”*JRj con ingesta de agua

durante todo el procedimiento.

o “Wild-Type” Alcohol etilico (E): 15 ratones B6.V-Lep °”*JRj con ingesta

de alcohol etilico diluido en agua durante todo el procedimiento.

o Control de MetS (Ob): 15 ratones B6.V-Lep °”°*JRj con ingesta de agua

durante todo el procedimiento.

o MetS Alcohol etilico (Ob-E): 15 ratones B6.V-Lep °”°*JRj con ingesta de

alcohol etilico diluido en agua durante todo el procedimiento.

iii.  Requerimientos éticos
La presente tesis doctoral cuenta con la aprobacion del Comité Etico de la Universitat

Jaume I y de la autorizacion de la Direccion General de Agricultura, Ganaderia y Pesca
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de la Generalitat Valenciana, con cédigo de proyecto 2019/VSC/PEA/0053 (Anexo 1), en

virtud del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas

basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y

otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

b. REACTIVOS Y PRODUCTOS QUIMICOS

El alcohol etilico calidad alimentaria fue suministrado por la empresa Panreac (Barcelona,

Espana). Este alcohol fue el que se administr6 a los ratones en el agua de bebida.

Para preparar las disoluciones de trabajo, reactivos y stocks se utilizaron los siguientes

productos e instrumental:

Dihidrogenofosfato potasico, hidrogenofosfato potésico, glutation disulfuro u
oxidado (GSSG), glutation reducido (GSH), L-Cisteina, Acido Glutamico, 1-
fluoro-2,4-dinitrobenceno (DNFB), acido yodoacético, acido perclérico, acetato
sodico, acido etilendiaminotetraacético (EDTA), azida sddica (NaN3), glutation
disulfuro reductasa (GR), peroxido de hidrogeno 30%, acido 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzoico) (DTNB), hidrogenofosfato sodico, dihidrogenofosfato soédico,
acido 2-tiobarbitarico y 1,1,3,3-tetrametoxipropano suministrados por Sigma-

Aldrich (Darmstadt, Alemania).

Metanol, Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) y acido acético

glacial se compraron a la empresa Scharlab (Barcelona, Espafia).

El agua ultrapura para la preparacion de los tampones y disoluciones se obtuvo de
un sistema de purificacion de agua para laboratorio Milli-Q Advantage A10 de la

marca Millipore (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).
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- El pH de las disoluciones se midi6 usando un pH-metro pH700 (EUTECH
Instruments, empresa del grupo Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos) y los pesos se pesaron usando una balanza analitica LA611-2264 (VWR,
Radnor, PA, Estados Unidos) y una balanza PGL 6001 (ADAM Equipment,

Oxford, CT, Estados Unidos), segtn la cantidad a pesar.

c. GLUCEMIAS, SOBRECARGA GLUCOSA, INSULINEMIAS

1. Glucemias
Para controlar el estado general de los ratones, semanalmente se monitorizaba el
contenido de glucosa en sangre (glucemias) de los ratones, el peso y el consumo de bebida

durante todo el experimento.

El control de peso se realizaba pesando los ratones en una balanza de precision PFB-2017
(KERN & SOHN GmbH, Balingen, Alemania). El control de los niveles de glucosa se
llevaba a cabo extrayendo 1 uL de sangre de la cola de los ratones y midiendo el contenido

de glucosa usando un glucometro ACCU-CHECK (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza).

El consumo de liquidos por parte de los ratones se realizaba promediando el consumo de
bebida en cada una de las cajas de los ratones entre el numero de ratones que habia en la

caja.

ii.  Sobrecarga de glucosa
La prueba de sobrecarga de glucosa es un test utilizado comunmente para diagnosticar la
diabetes y las alteraciones metabdlicas relacionadas, como la resistencia a la insulina.
Esta prueba, que se realiza mediante una administracion de glucosa oral en ayunas para
los humanos, ha sido adaptado para los ratones mediante la administracion intraperitoneal

de glucosa (2 g/Kg) tras 12h de ayuno. Posteriormente, se midieron los niveles de glucosa
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en sangre después de 30, 60 y 120 minutos y los datos se representaron como incremento

porcentual respecto de la glucemia basal (tiempo 0 minutos).

iii.  Insulinemias
Se establecieron los niveles de insulina en sangre, mediante el andlisis de sangre obtenida
por decapitacion en el momento del sacrificio en un kit inmunoenzimatico ELISA

suministrado por la empresa Merck (Dramstad, Alemania).

Este kit ELISA esta basado en la técnica «Sandwich» en el que en un primer paso se
capturan las moléculas de insulina en los pocillos de una placa de 96 pocillos con unos
anticuerpos monoclonales de insulina anti-rata/raton. Posteriormente se elimina el
material que no se ha unido a los anticuerpos y se afiade una nueva capa con una enzima
que reacciona con el sustrato 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidina. La actividad enzimatica se
mide espectrofotométricamente a 450 nm y a 590 nm. La diferencia en la absorbancia a
estas dos longitudes de onda es proporcional a la cantidad de insulina presente en la
muestra, que se compara con una curva patréon de concentraciones conocidas de insulina

de rata.

iv.  Determinacion de niveles de alcohol etilico en sangre
El nivel de alcohol etilico en sangre de los ratones en el momento previo del sacrificio se
obtuvo usando un kit fluorimétrico de ensayo de alcohol etilico (Merck KGaA,

Darmstadt, Alemania) segun las instrucciones del fabricante.

v.  Test conductuales
Para evaluar los efectos cognitivos del abuso de alcohol etilico en el modelo experimental,
se uso el Novel Object Recognition Test (test de reconocimiento de objetos nuevos). Este
test, es una de las pruebas de conducta y memoria mas comunmente utilizados en ratones

[234]. Entre las caracteristicas de esta prueba destacan la no inclusion ningun estimulo o
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refuerzo externo como comida o descargas eléctricas, por lo que es comparable a las
pruebas de memoria realizados habitualmente en humanos. Ademas, es similar a los test
de reconocimiento visual de objetos en primates y aprovecha el comportamiento
espontaneo de los ratones; por lo que puede considerarse un test de los procesos
cognitivos puros de los roedores, ya que estd libre de patrones de memoria y
comportamiento previos al test [235]. Debido a estas caracteristicas, el uso del Novel
Object Recognition Test permite comparar los resultados entre distintos estudios,
independientemente de la especie o cepa utilizada, ademas de permitir la adaptacion del

método a las caracteristicas del experimentador [234], [235].

El Novel Object Recognition Test se basa en la tendencia natural de los ratones de explorar
los objetos de su entorno, especialmente aquellos que son nuevos. Dependiendo del
tiempo que pasan los roedores explorando cada uno de los objetos, se pueden establecer
relaciones de memoria, preferencia por objetos nuevos, influencia de las regiones
cerebrales en los procesos cognitivos de reconocimiento o efectos farmacologicos en el
desarrollo de farmacos y drogas [236]. A pesar del uso extendido de este test, los

mecanismos cerebrales concretos que intervienen continlan sin estar plenamente

definidos [237].

En nuestro caso, se ha usado esta prueba para evaluar la memoria a corto plazo y largo
plazo de los ratones tras el consumo abusivo de alcohol etilico, asi como los efectos sobre

el comportamiento de la ingesta de alcohol etilico.

Para llevar a cabo el ensayo, en el suelo de una sala con luz tenue se colocaron unos
cilindros de PVC de 40 cm de diametro, cuyas bases se rellenaron con serrin. En el interior
de los cilindros se introdujeron dos bloques de construccion de color rojo suficientemente
pesados para que los ratones no los moviesen del sitio y separados 20 cm uno de otro.

Después, se introdujo un raton en el centro del cilindro y se le permitié que explorase el
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entorno libremente durante cinco minutos (fase de entrenamiento). Pasado ese tiempo, se
devolvi6 el raton a su caja. Una hora (1h) después de la finalizacion de la sesion de
entrenamiento, se volvid a poner el ratdon en el centro del cilindro para que explorase de
nuevo el entorno durante cinco minutos, con la tinica diferencia de que uno de los bloques
de color rojo habia sido cambiado por otro bloque de forma distinta de color amarillo
(evaluacion de memoria a corto plazo). A las 24 horas del fin de la sesién de
entrenamiento, se volvio a dejar al ratén en el centro del cilindro para que explorase de
nuevo el entorno durante cinco minutos. Esta vez, el bloque amarillo habia sido cambiado
por otro bloque de color azul para evaluar la memoria a largo plazo. Las condiciones

experimentales pueden observarse en la siguiente figura (Figura 7):

40 cm 40cm 40 cm
Fase de entrenamiento Memoria Corto Plazo Memoria Largo Plazo
(5 min) (1h) (24h)

Figura 7: Condiciones experimentales para el Novel Object Recognition Test.

El comportamiento de los ratones se monitorizé mediante grabacion con una camara
situada sobre el cilindro, para evitar la presencia de los investigadores y la perturbacién
que esta puede ocasionar en el comportamiento del raton. Los bloques se lavaban con
alcohol etilico 70% y se secaban después de cada prueba individual para evitar que el olor

propio de los roedores alterase el comportamiento del ratén bajo observacion. Como
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medida basica en el test de reconocimiento de objetos, se uso el indice de discriminacion
(ecuacion 1) [153], en el que ¢ representa las exploraciones realizadas por los ratones
sobre los objetos utilizados en la fase de entrenamiento (familiar o desconocidos-novel).
Para considerar como valida una exploracion, el raton debia de aproximarse al objeto y
orientar el hocico hacia el objeto, en una distancia inferior a 2 cm de este. Ademas, no se
consideraban exploraciones cuando el animal se sentaba encima del objeto o cuando
pasaba cerca del objeto sin orientar el hocico hacia €l. Los indices de discriminacion en

que tnoveltfamiliar < 0 se tomaron como DI =0%.

(tnovel - tfamiliar)

D.I.= X 100%

(tnovel + tfamiliar)

Ecuacion 1: Ecuacion indice de discriminaciéon

vi.  Homogenado de las muestras
Para poder realizar los métodos de andlisis enzimaticos y moleculares, se requiere

disgregar el tejido y homogeneizar las muestras.

A las muestras de cerebros, tras descongelarse en hielo, se les afiadio 2 mL de tampon
fosfato potasico 0,1M y pH 7 y se homogeneizaron en un homogeneizador ultraturrax
Polytron PT2500e (Kinematica AG, Lucerna, Suiza) a 30.000 rpm durante 1 minuto.
Después se centrifugan las muestras a 14.000 rpm durante 1 minuto en una centrifuga
refrigerada Mikro 220R (Hettich Holding GmbH & Co. oHG, Kirchlengern, Alemania)
para eliminar los sedimentos. El sobrenadante resultante, antes de congelarlo hasta su uso,
se distribuye en distintas alicuotas para los analisis correspondientes: MDA (200 uL),
GPx y GR (200 uL), GSH (180 puL) y resto, que se guarda por si hay que repetir algin
experimento. A la alicuota que se usara para medir el GSH y GSSG, se anaden 20 pL de
acido perclorico 20% (PCA) para precipitar proteinas. Tras esta precipitacion, las

muestras se centrifugaron 15 minutos a 12.000 rpm.
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vil.  Meétodos enzimaticos

a. Determinacion de la actividad Glutation Reductasa
La determinacion de la actividad de la enzima Glutation Reductasa (GR) (E.C.1.8.1.7) se
llevo a cabo usando el método propuesto por Smith [238]. Este método se basa en la

reduccion del 4cido 5,5’°-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) por el GSH.

La glutation reductasa reduce el GSSG presente en la muestra en presencia de NADPH.
En presencia del acido DTNB, el glutation reducido rompe el DTNB y forma un aducto
con el acido 2-nitro-5-sulfanilbenzoico (GS-TNB), que luego descompone en el TNB
(acido 2-nitro-5-sulfanilbenzoico). La aparicion de este 4acido puede seguirse

espectrofotométricamente con una longitud de onda de 412 nm.

2k ﬁ

O,N NG,

DTNB

GSSG
NADPH

GR
SH

TNB

Figura 8. Reaccion de reduccion del acido 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) por el GSH.

El procedimiento analitico consistia en la adicion en una cubeta de 1 mL de 450 uL de
tampon fosfato sodico 0.2 M, pH 7,5; 50 uL de EDTA 10 mM; 250 pL de una disolucion
DTNB 3 mM preparado en tampon fosfato sodico 10 mM a pH 7,5; 50 uL de NADPH 2
mM y 50 uLL de GSSG 20 mM y 125 pL de agua ultrapura. Durante dos minutos, se

monitorizaba la reaccion de reduccion del GSSG y la formacion del TNB, que empezaba
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con la adicion de 25 pLL de muestra a la cubeta con el resto de las disoluciones. La
temperatura se mantuvo a 37°C durante todas las mediciones usando un bafio termostatico
de temperatura regulable de Selecta modelo Tectron 3471300 (J.P. Selecta, Abrera,
Barcelona) y las medidas de absorbancia se hicieron usando espectrofotdémetro Perkin

Elmer Lambda 25 UV/Vis (Waltham, MA).

El calculo de la actividad GR se realiza por comparacion de la pendiente de la recta
obtenida por la aparicion del TNB (recta de Absorbancia (Y) frente a tiempo (X)) con un
calibrado previo, en que se sustituye la muestra por distintos volimenes de glutation
reductasa (GR 1 UI/mL), ajustando el volumen de agua para tener 1 mL de liquido en la
cubeta. Para poder realizar comparaciones entre muestras, los resultados se normalizaban

dividiendo por la cantidad de proteinas presentes.

b. Determinacion de la actividad Glutation Peroxidasa

La determinacion de la actividad de la enzima Glutation Peroxidasa (GPx) (E.C. 1.11.1.9)
se llevo a cabo usando el método propuesto por Lawrence [239]. Este método se basa en
la eliminacidn en los sistemas biologicos del perdxido de hidrégeno por accion de la

enzima glutation peroxidasa.

En presencia de peroxido de hidrogeno, la enzima glutation peroxidasa reduce el perdxido
de hidrogeno a agua, al tiempo que oxida el GSH a GSSG. Este GSSG, a su vez se reduce
por accion de la GR para formar de nuevo GSH. La reduccion del GSSG requiere de la
oxidacion del NADPH a NADP', que puede ser registrada espectrofotométricamente

utilizando una longitud de onda de 340 nm.
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H,0, GSH NADP"

GPx GR

H,0 GSSG NADPH

Figura 9. Reaccion de reduccion del H20: por la enzima GPx.

El procedimiento analitico consiste en la adicién en una cubeta con volumen total 1 mL
de 25 pL del homogenado de la muestra, 500 uL de tampodn fosfato potéasico 0,1 M a pH
7, que contiene EDTA 1 mM vy azida sodica (NaN3) 1 mM; 100 puL de una disolucion 1
Ul/mL de GR preparada en tampon fosfato potasico 0,1 M a pH 7; 100 uL de una
disolucion GSH 10 mM preparada en tampdn fosfato potasico 0,1 M apH 7y 75 uL de
H>O ultrapura. Esta disolucion se incubd a 37°C durante 5 minutos, tras los que se
afiadieron 100 pL de una disolucion NADPH 1,5 mM preparada en NaHCOs al 0,1%.
Una vez anadida esta disolucion, se empez6 la monitorizacion de la muestra a 340 nm a
37°C. A los 3 minutos, se afiadian 100 pL de una disolucién de peroxido de hidrogeno
1,5 mM preparada en tampon fosfato potasico 0,1M a pH 7, momento en que empezaba

la oxidacion del NADPH que era monitorizada a 340 nm durante 5 minutos mas.

El calculo de la actividad GPx se realizaba por comparacion de la pendiente de la recta
obtenida por la desaparicion del NADPH (recta de Absorbancia (Y) frente a tiempo (X)),
con la pendiente obtenida con un blanco de tampoén fosfato potasico 0,1M pH 7. Para
poder realizar las comparaciones entre muestras, los resultados se normalizaban

dividiendo por la cantidad de proteinas presentes.
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vili.  Métodos moleculares

a. GSH, GSSG

La determinacion de las concentraciones del glutation disulfuro (GSSG), del glutation
reducido (GSH) y de sus precursores (L-Cisteina) se llevo a cabo usando el método
propuesto por Reed y sus colaboradores [240]. Este método se basa en la reaccion de las
aminas terminales de los aminoacidos con el reactivo de Sanger (1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno o DNFB). EI DNFB es detectable espectrofotométricamente a 365 nm y,

ademas, aumenta la capacidad de separar los aminoacidos cromatograficamente.

HS
o} 0 h O
o A, ety
HO” N OH HN O
O,N = H
NH,
NO NO,

1-fluoro-2,4-dinitrobenceno GSH 2

(DNFB)

Figura 10. Reaccion del reactivo de Sanger con el GSH.

El proceso analitico consistia en la derivatizacion previa de las muestras para introducir
el grupo cromoforo y la posterior deteccidon en un sistema de cromatografia liquida HPLC
(High Pressure Liquid Chromatography). Primero, a una alicuota del homogenado de las
muestras con PCA (180 pL muestra + 20 pL. PCA 20%), se le anadieron 40 uL de una
disolucion acido yodoacético 100 mM y 0,2 mM en m-cresol purple. Este primer paso,
bloquea los grupos tiol de los aminoacidos que forman el GSH y el GSSG.
Posteriormente, para neutralizar el exceso de acido, se afiadian 60 pL de un tampon
KHCO3/K2CO32,5 M, hasta llegar a pH 9. La adicion del tampon producia un cambio de
color, de rojo a morado. Tras 30 minutos de incubacién en oscuridad en un baio de hielo,
se afadieron 200 pL de DNFB vy se ajustd de nuevo el pH al afiadir 20 pL de tampdén

KHCO3/K2COs. El color de la muestra cambiaba a color amarillo verdoso y se dejaba
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incubar toda la noche en el interior de una nevera a 4°C. Al dia siguiente, se centrifugaban
las muestras a 13.000 rpm durante 10 minutos para eliminar los precipitados, se filtraban
con un filtro de nylon de 0.22 um y se preparaban en viales para la posterior inyeccion de
50 uL de muestra en el sistema HPLC. Diariamente se preparaban curvas patrén y se

derivatizaban al mismo tiempo que las muestras.

El sistema HPLC era un cromatografo liquido de alta presion serie 1100 de Agilent
Technologies (Santa Clara, California) equipado con una bomba cuaternaria,
desgasificador, detector de diodos (DAD), termostatizador de columna e inyector con un
loop de 100 pL. Para el analisis de los datos se usé un ordenador IBM Windows 2000 Pro
(Microsoft corporation, Redmond, WA) equipado con el software HP ChemStation
(Agilent Technologies, Santa Clara, California). La separacion se llevé a cabo usando una
columna cromatografica Kromasil-NHz, 250 x 4,6 mm 5 pm (Waters Corporation,
Mildford, MA, USA), con un flujo de 1 mL/min a 25°C. Las fases mdviles consistian en
una mezcla MeOH:H>O (4:1, v/v) (Fase movil A) y una mezcla Metanol-tampdn acetato
sodico/acido acético 3,45 M (64:36) (Fase movil B). La bomba cuaternaria trabajaba en
modo gradiente, siendo 20% B al inicio de la inyeccion hasta los 10 minutos y
aumentando a partir de este punto hasta 80% B a los 45 minutos. Para la deteccion de los
compuestos se configurd el detector para que registrase espectros a una longitud de onda

de 365 nm.

b. MDA

La determinacion del dafo celular se realizd a través de la cuantificacion del
malondialdehido (MDA) con el método propuesto por el equipo de Richard [241] con las
modificaciones introducidas por Romero y sus colaboradores [242]. Este método se basa

en la reaccion de condensacion del acido tiobarbitirico (TBA) con el MDA,
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produciéndose un compuesto cromoforo que puede determinarse espectroscopicamente

por fluorescencia.

El proceso analitico consistia en la derivatizacion de 100 pL. del homogenado de la
muestra con 750 pL de una disolucion de TBA 0,37% y 6,4% en PCA a 95°C durante 1
hora. Pasado este tiempo, se paraba la derivatizacion enfriando las muestras en hielo, se
tomaban 300uL de la muestra derivatizada y se ajustaba el pH a 6 usando KOH 1M.
Posteriormente se centrifugaba la muestra a 10.000 rpm durante 1 minuto y se filtraban
las muestras con un filtro de jeringa de nylon de 22 um. Finalmente, se inyectaban 20 uLL
de muestra en el sistema HPLC. Diariamente se preparaban los patrones a partir de una

disolucién madre con 1,1,3,3-tetrametoxipropano 40 mM en alcohol etilico.

HS N oH @ S N OH HO N SH
T\ H Y\ /T
N " A e U Y

H
H 4 H H

TBA MDA Aducto MDA-TBA

Figura 11. Reaccion de derivatizacion del MDA

El sistema HPLC era un cromatografo liquido de alta presion serie 1100 de Agilent
Technologies (Santa Clara, California) equipado con una bomba cuaternaria,
desgasificador, detector de fluorescencia (FLD) con una celda de 8 pL, termostatizador
de columna e inyector con un loop de 100 pL. Para el andlisis de los datos se us6 un
ordenador IBM Windows 2000 Pro (Microsoft corporation, Redmond, WA) equipado
con el software HP ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, California). La
separacion se llevo a cabo usando una columna cromatografica Kromaphase C18, 150 x
4,6 mm 5 um (Scharlab, Barcelona, Espafia), con un flujo de 1 mL/min a 40°C. La fase

movil consistia en una mezcla MeOH:Tampoén fosfato sédico 50 mM a pH 6 (42:58). La
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bomba cuaternaria trabajaba en modo isocratico y el detector se configurd para que
emitiese energia de excitacion a 527 nm de longitud de onda y detectase la emision a una

longitud de onda de 551 nm.

ix.  Contenido de proteinas
Los niveles de proteinas en los homogenados de tejidos cerebrales de los ratones se
determinaron usando el Kit de ensayo de proteinas BCA Pierce ™ de Thermo Fisher

Scientific.

Este kit de determinacion se basa la deteccion colorimétrica de Cu (I) a 560 nm. Cuando
las proteinas entran en contacto con un medio alcalino en presencia de Cu (II), se produce
la reduccion de Cu (IT) a Cu (I) (reaccion de Biuret). Este Cu (I) es secuestrado por dos
moléculas de acido bicinconinico (BCA), formando un complejo de color morado que es
proporcional a la cantidad de proteinas presentes en la muestra [243], [244]. La
determinacion se llevo a cabo en una placa de 96 pocillos y la lectura espectrofotométrica
se llevo a cabo usando un Lector de placas Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA).

Proteina + Cuzﬂ> Cu’

‘0oC

. coo
/N

Cu T BCA ——» \‘Cu{

ooc \ / ‘ ™ \ / coo

Figura 12. Reaccion de formacion del complejo Cu (I)-BCA.
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x.  Analisis estadistico
Para el anélisis estadistico de los datos se utilizo6 el programa SPSS (IBM SPSS Statistics

para Windows, Version 25.0 IBM Corp, Armonk, NY, USA).

Realizamos en primer lugar un analisis descriptivo de cada variable estudiada y

estudiamos la normalidad de sus distribuciones con el test de Kolmogorov.

La medida de tendencia central utilizada en el presente trabajo fue la media aritmética,
que se define como la suma de los datos dividida por el nimero de casos. La medida de

dispersion de los datos utilizada fue el error estandar de la muestra.

Las comparaciones entre los distintos grupos se llevaron a cabo usando un test ANOVA
de un factor para los valores de GR, GPx, GSH, GSSG; relacion GSH/GSSG, MDA, L-
Cisteina, Novel Object Recognition Test y para los valores de insulina y ANOVA de dos
factores para medidas repetidas para los pesos, glucemias y sobrecarga de glucosa. El
analisis de la varianza de los datos obtenidos se realizo usando el test de Levine, usando
el test LSD como test post hoc cuando las muestras mostraban homogeneidad en sus
varianzas (p<0.05) o el test de Dunnet T3 cuando las varianzas no eran homogéneas. La

significacion estadistica se establecio en un nivel p<0.05.
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a. NIVELES DE ALCOHOL ETILICO EN SANGRE Y

MORTALIDAD

Con el objetivo de conocer la cantidad de alcohol etilico en sangre que tenian los ratones
de los grupos con alcohol etilico y validar el protocolo de administraciéon de alcohol
etilico, y ante la imposibilidad de hacer un seguimiento continuo de este parametro, se
realizd la medicion de la concentracion de alcohol etilico en sangre utilizando sangre

extraida en el momento del sacrificio.

Los niveles de alcohol etilico en sangre fueron 108,5+18 mg/dL y 95,6+22,6 mg/dL para
los grupos E y Ob-E, respectivamente, mientras que no se detectaron niveles de alcohol
etilico en sangre para los grupos control (C y Ob). Las concentraciones de alcohol etilico
en sangre de los grupos alcohol no presentaron diferencias estadisticamente significativas

entre ellos.

Durante el procedimiento experimental, se produjo la muerte de 5 de los 15 ratones que
formaban el grupo Ob. Los ratones fallecidos presentaban un histérico de valores de
hiperglucemia. Sin embargo, no se observaron fallecimientos en ninguno de los otros tres

grupos de estudio, a pesar de contar con valores elevados de glucemia.
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b. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO EN EL

PESO

Dado que el consumo crénico de alcohol etilico puede producir malnutricion debido a la
sustitucion de nutrientes por la ingesta de alcohol etilico y pérdida de apetito, se
monitorizaron los pesos de los ratones a lo largo de todo el experimento, toméndose

medidas del peso de cada raton cada semana.

Como se observa en la Figura 13, existen diferencias significativas entre los grupos “wild-
type” (C, E) y los grupos MetS (Ob, Ob-E). Estas diferencias se obtuvieron mediante un
analisis ANOVA de dos vias para medidas repetidas, para una significacion del 95%. Sin
embargo, no se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

alcohol y sus respectivos grupos control.
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Figura 13. Evolucion semanal del peso de los ratones (*p<0,05 Ob-E y Ob vs Cy E).
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c. EFECTOS DEL ALCOHOL ETILICO EN LA GLUCEMIA

BASAL

A la vez que se realizaban las mediciones del peso de los ratones, también se realizaba un
control de su estado glucémico. Asi, se registraba la concentracion de glucosa en sangre

de manera semanal.

De la misma manera que en el peso, el andlisis de las varianzas de los resultados para el
95% de confianza y dos vias para medidas repetidas muestra diferencias significativas

entre los grupos “wild-type” (C, E) y los grupos MetS (Ob, Ob-E) en la semana 1.

A partir de la semana 2 y hasta el final del experimento, el grupo Ob-E muestra una
reduccion significativa de los valores de glucemia en comparacion con el grupo Ob,

llegando a valores comparables a los grupos E y C (Figura 14).
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Figura 14. Glucemia basal semanal (*p < 0.05 vs. resto de grupos, ** p <0.05 vs. Cy E).
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d. EFECTOS DEL ALCOHOL ETILICO EN LA CONCENTRACION

DE INSULINA

Con la sangre recogida en el momento del sacrificio, se realizé un ELISA para determinar
los niveles de insulina en sangre de los cuatro grupos de estudio (C, E, Ob y Ob-E). Los
resultados obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA de una via, que mostro
diferencias significativas en las concentraciones de insulina entre los grupos “wild-type”
(C, E) y los grupos MetS (Ob, Ob-E), para un nivel de significacion del 95%, tal y como

se observa en la Figura 15.
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Figura 15. Niveles de insulina en sangre (*p<0.05 vs. Cy E).

a1
o

Insulina (ng/mL)
== N W W s A
] Q1 (=] a1 o Q1 (e} a1

)]

96



e. EFECTOS DEL ALCOHOL ETILICO EN LA PRUEBA DE

SOBRECARGA DE GLUCOSA

Para poder valorar los efectos del consumo de alcohol etilico en el metabolismo de la
glucosa, se realiz6 el test de sobrecarga de glucosa a los ratones el dia anterior al
sacrificio. En la grafica, pueden verse los resultados en incremento porcentual sobre la
glucosa basal (a tiempo 0), una vez transcurridos 30, 60 y 120 minutos del inicio de la

prueba de sobrecarga (Figura 16).

Estos resultados fueron analizados mediante un analisis ANOVA de dos vias para
medidas repetidas, que mostr6 diferencias significativas entre el grupo MetS (Ob y Ob-
E) frente al grupo “wild-type” (C y E), para una significacion del 95%. Asi pues, los
grupos MetS presentan mayores aumentos en los niveles de glucosa en sangre que los
“wild-type”. Mientras que en el grupo “wild-type” no hay diferencias significativas entre
los grupos C y E, se observaron diferencias significativas en animales Ob-E del grupo

MetS.
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Figura 16. Niveles de glucosa en sangre durante el test de sobrecarga de glucosa (%) (**p<0.05 vs

todos los grupos, *p<0.05 Ob vs C y E).

f. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO EN LA
MEMORIA A LARGO Y CORTO PLAZO EN ANIMALES CON

METS

Para determinar si ha habido alteraciones cognitivas causadas por el consumo de alcohol
etilico, se realizod el Novel Object Recognition Test (test de reconocimiento de objetos

nuevos) a los cuatro grupos de ratones (C, E, Ob y Ob-E).

Tal y como se observa en la figura, no se apreciaron diferencias significativas entre los
distintos grupos de estudio para el corto plazo (Figura 17.a) ni para el largo plazo (Figura

17.b).
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Figura 17. Efecto del consumo cronico de alcohol etilico reflejado en el reconocimiento de objetos
nuevos. Las barras representan la media = desviacion estandar del indice de discriminacion
evaluado a 1h (memoria a corto plazo) (a) y a 24h (memoria a largo plazo) (b). El indice de

discriminacion se define como D.I. = (tnovel — tramitiar)/(tnovel + tramitiar) X 100%]. C, “wild-type” control;

E, “wild-type” alcohol etilico; Ob, Ob control; Ob-E, Ob-alcohol etilico.



g. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ET{LICO EN LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA GLUTATION REDUCTASA

(GR) Y GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

Para determinar el dafio oxidativo causado por el consumo de alcohol etilico se estudio la
actividad de las enzimas GPx y GR, relacionadas con la activacion de la defensa

antioxidante en la célula.

Asi, en la Figura 18 se puede observar la actividad enzimdatica GR para cada uno de los
grupos de estudio, representada por barras que muestran el valor medio + desviacion
estandar. El test ANOVA de una via mostrd diferencias significativas con un nivel de
significacion del 95%. Las comparaciones Post Hoc mostraron un nivel de actividad GR

mayor en el grupo Ob-E que el resto de los grupos.
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Figura 18. Actividad GR para los grupos C (control “wild-type”), E (“wild-type” alcohol etilico),
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Ob (Control Ob) y Ob-E (Ob alcohol etilico) (¥*p<0.05 vs resto de grupos).
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En cuanto a la actividad GPx, los analisis estadisticos no mostraron diferencias
significativas entre los distintos grupos de estudio, tal y como se observa en la Figura 19,
donde se muestra la actividad GPx en barras que representan la media = desviacion

estandar.
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Figura 19. Actividad GPx para los grupos C (control “wild-type”), E (“wild-type” alcohol etilico),

Ob (Control Ob) y Ob-E (Ob alcohol etilico).
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h. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO EN LA

CONCENTRACION DE GSH

Tras finalizar el experimento, se midieron las concentraciones de GSH en las muestras de
cerebro de raton. La Figura 20 muestra las concentraciones obtenidas + desviacion

estandar. El andlisis estadistico ANOVA no mostr6 diferencias significativas entre los

Ob-E

valores de los cuatro grupos de estudio (C, E, Ob y Ob-E).

C E Ob

Figura 20. Concentraciones de GSH en homogenados de cerebro para los grupos C (control “wild-
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N

type”), E (“wild-type” alcohol etilico), Ob (Control Ob) y Ob-E (Ob alcohol etilico).
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i. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO EN LA
CONCENTRACION DE GSSG

Del mismo modo que en el GSH, se analizaron las concentraciones de GSSG en los
homogenados de cerebro de raton. En este caso, el andlisis estadistico ANOVA de una
via mostrd diferencias significativas, para un nivel de significacion del 95%, en la
concentracion de GSSG. Las comparaciones Post Hoc mostraron una concentracion
mayor del grupo C respecto del resto de los grupos de estudio (E, Ob y Ob-E) (Figura

21).
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Figura 21. Concentraciones de GSSG en homogenados de cerebro para los grupos C (control “wild-

type”), E (“wild-type” alcohol etilico), Ob (Control Ob) y Ob-E (Ob alcohol etilico) (*p<0.05 vs C).
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j. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ET{LICO EN LA

RELACION GSH/GSSG

Tras obtener los valores de concentracion de GSH y GSSG se estudi6 la relacion entre
ellos para los distintos grupos de estudio. Asi, tal y como se observa en la Figura 22, los
analisis estadisticos mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos. En
este caso, las comparaciones Post Hoc mostraron una diferencia significativa del grupo
Ob respecto al grupo C y del grupo Ob-E respecto a los grupos C y E, ambas diferencias

con una significacion del 95%.
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Figura 22. Relacion GSH/GSSG (* p <0.05 vs. C, ** p <0.05 vs. Cy E).
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k. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO EN LA

CONCENTRACION DE L-CISTEINA

La Figura 23 muestra los valores de concentracion de L-Cisteina en homogenados de
cerebro para los cuatro grupos de estudio (C, E, Ob y Ob-E). Las barras representan el
valor medio + desviacion estandar. El anélisis estadistico ANOVA y las comparaciones
Post Hoc mostraron diferencias significativas al 95% de significacion para el grupo Ob-

E, respecto a los grupos C y E.

C E Ob

Figura 23. Concentraciones de L-Cisteina en homogenados de cerebro para los grupos C (control
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L-Cysteine (nmol/mg prot)
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0
“wild-type”), E (“wild-type” alcohol etilico), Ob (Control Ob) y Ob-E (Ob alcohol etilico) (*p<0.05

vs Cy E).
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. EFECTOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL ETILICO EN LA
CONCENTRACION DE MDA

Para evaluar la destruccion celular y el dafo oxidativo a las macromoléculas que forman
la membrana celular, se utilizo el MDA como marcador de la peroxidacion lipidica. En
la Figura 24 se representa la media de concentracion de MDA + desviacion estdndar para
cada uno de los cuatro grupos de estudio (C, E, Ob y Ob-E). Los resultados obtenidos
fueron analizados mediante un ANOVA, que no mostré diferencias significativas en las

concentraciones de MDA.
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Figura 24. Niveles de MDA en los homogenados de cerebro.
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Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral muestran que el consumo cronico
de alcohol normaliza los niveles de glucemia basal en los ratones ob/0b. Sin embargo, no

se observan mejoras en la respuesta glucémica en el modelo raton de MetS.

Cabe destacar que el consumo de alcohol etilico no afecta al peso ni a los niveles de
insulina en sangre de los ratones E y Ob-E en comparacion con sus respectivos controles,
aunque si se observan diferencias significativas entre los grupos Ob (grupos Ob y Ob-E)
y “wild-type” (grupos C y E). Ademas, también se observo un aumento de la actividad
antioxidante en el cerebro de los ratones (Ob-E) como mecanismo compensatorio a la
agresion oxidativa producida por el consumo crénico de alcohol etilico, tal y como
muestran los resultados de la actividad GR, la relacion GSH/GSSG vy los niveles de L-

Cisteina.

a. CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL ETILICO EN EL

MODELO DE RATON OB

i.  Método de intoxicacion
En este estudio se utilizaron ratones BL6.V-Lep °”°’JRj, un modelo también conocido
como “ob/ob”. Uno de los parametros condicionantes de este experimento, es que los
animales alcancen niveles de alcohol en sangre farmacoldgicamente relevantes. Para
conseguir esto, en la literatura se han descrito diferentes procedimientos. Es importante
remarcar que concentraciones superiores a 100 mg/dL de alcohol etilico en sangre son
suficientes para producir efectos por intoxicacion etilica en ratones. Esta concentracion
podria considerarse equivalente al criterio de 80 mg/dL en humanos, debido al elevado
ratio metabolico de los ratones [245]. A este respecto, de entre los protocolos descritos
para alcanzar dichas concentraciones de alcohol etilico en sangre, cabria destacar el uso

de vapores de alcohol etilico, el uso de sondas gastricas, inyecciones intraperitoneales de
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alcohol etilico de manera cronica, la utilizacion de dietas con alto contenido alcoholico,
el protocolo Drinking in the Dark (DID), y la ingesta forzada de alcohol etilico en la

bebida regular “ad libitum” [245], [246].

El uso de vapores de alcohol etilico es un sistema sencillo de administracion, ya que solo
necesita que el raton inhale los vapores de alcohol etilico durante un tiempo concreto
[247]. Como ventaja, es un procedimiento poco invasivo, que no requiere entrenamiento
ni habituacion por parte de los animales y es facil de controlar para el investigador, que
tan solo debe controlar la dosis y el tiempo de exposicion [248]. Por contra, los vapores
pueden irritar el tracto respiratorio del ratén, causando molestias al roedor. Ademas, los
niveles de alcohol etilico en sangre descienden rapidamente tras el fin del ciclo de
vapores. Esta técnica requiere de una cierta sofisticacion instrumental para administrar
los vapores en la dosis correcta, y de unas pruebas previas para evitar no administrar dosis

extremadamente altas a los roedores [248], [249].

Por otro lado, el uso de sondas géstricas tiene como ventajas que se evita la aversion al
gusto del alcohol etilico por parte de los ratones; se puede controlar exactamente la
cantidad administrada a cada ratén y se consiguen niveles de intoxicacion etilica muy
altos [245]; aunque tiene la desventaja que es un procedimiento invasivo y muy
traumatico para el animal, que puede producir irritaciones graves al tracto intestinal y que,
ademas, requiere de inmovilizacion para evitar que el raton se quite la sonda. Debido a
estos inconvenientes, el uso de sondas gastricas es indicado para experimentos con
intoxicaciones agudas de alcohol etilico, pero no para experimentos croénicos como el que
se plantea en esta tesis. Caso similar ocurre con las inyecciones de alcohol etilico [250],
[251], ya sean intraperitoneales o subcutaneas, ya que requieren de manejo de los
animales para inyectarles, ademds de causar irritaciones subcutianeas, siendo esto

estresante para los animales.
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En cuanto al uso de dietas con alto contenido alcohoélico, como las dietas Lieber-DeCarli,
tienen como ventaja la facilidad de su preparacion y la sencillez de su procedimiento,
ademas de que se han usado de forma extensa en la literatura. Por otro lado, se ha descrito
que estas dietas pueden inducir la aparicion de enfermedades hepaticas [252]. Es
importante remarcar que, con el consumo de estas dietas, la ingesta se produce
principalmente durante las primeras horas del ciclo oscuro con lo que los efectos causados
por la intoxicacion etilica en los valores de glucemia podrian desaparecer durante la fase

de luz del ciclo luminico [252].

El protocolo DID tipico, consiste en sustituir la botella de agua de la caja en la que esta
estabulado el ratén por una botella de una disolucion alcoholica a partir de la tercera hora
del ciclo de oscuridad y, mantenerla alli de dos a cuatro horas [246]. Este procedimiento
utiliza el instinto natural del roedor de investigacion y de alimentarse durante el ciclo
oscuro para conseguir niveles de intoxicacion etilica elevados. Como ventaja, este método
no necesita de entrenamiento previo del raton, ya que actia de forma natural, ni el uso de
edulcorantes para disimular el gusto del alcohol etilico. Ademas, es un método sencillo,
que permite medir con una botella graduada el volumen de liquido ingerido por el animal.
Volumen, que es ingerido de manera voluntaria, por lo que elimina el factor estresante de
otros métodos comentados anteriormente. Por este motivo, se trata de un método muy
usado para medir la voluntad del animal en consumir alcohol etilico, siendo un modelo
aproximado de consumo alcohélico en humanos [245], [246]. Sin embargo, los niveles
de alcohol etilico en sangre caen abruptamente durante la fase de luz del ciclo luminico,
con lo que podrian desaparecer los efectos del alcohol etilico sobre los niveles de

glucemia y del estrés oxidativo.

En el presente estudio, se ha usado el procedimiento de administracion forzada de alcohol
etilico en el agua de bebida que, en estudios previos de este grupo, habia mostrado ser
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efectivo a la hora de alcanzar concentraciones de alcohol etilico en sangre
farmacologicamente relevantes [153], [253]. Los ratones tienen la necesidad de
mantenerse hidratados de manera natural, por lo que los niveles de alcohol etilico en
sangre seran mas o menos constantes a lo largo del experimento, sin grandes diferencias
entre la fase luminica y oscura. Ademas, se trata de un procedimiento de administracion
sencillo, puesto que solo necesita tener la bebida disponible en la jaula del animal y un
pequefio entrenamiento previo para acostumbrar al animal al gusto. En nuestro caso, para
evitar la aversion al gusto, se usaron ademas unas pocas gotas de edulcorante en la
solucion de alcohol etilico, que también fueron puestas en el agua de bebida de los ratones
control para minimizar diferencias de consumo de liquido entre los distintos grupos. De
esta manera, en el momento del sacrificio, se registraron niveles de alcohol etilico de

108,5+18 mg/dL y 95,6+22,6 mg/dL para los grupos E y Ob-E.

Hay que destacar que existe una dificultad a la hora de comparar resultados entre distintos
experimentos. Por un lado, es dificil determinar la cantidad de alcohol etilico que ha
ingerido efectivamente un animal para poder comparar entre los distintos estudios. A este
respecto, suele utilizarse la ingesta de alcohol etilico en g/kg, aunque no es una medida
muy precisa, ya que parte del alcohol etilico podria haberse evaporado o incluso haber
sido derramado accidentalmente durante el proceso de ingesta por los ratones. Para salvar
esta limitacion y poder tener resultados mas exactos sobre el nivel de intoxicacion de los
ratones, es necesario medir el contenido alcohdlico en sangre. Ademas, como dificultad
afnadida para comparar entre distintos estudios, esta el uso de distintas unidades para
medir el contenido alcohdlico en sangre, como son las unidades milimolar (mM),

miligramos por decilitro (mg/dL), porcentajes (%) o gramos por kilogramos (g/Kg).

En resumen, este estudio se utilizaron ratones ob/ob con un procedimiento de ingesta

forzada de alcohol etilico en el agua de bebida para conseguir niveles de alcohol etilico
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en sangre farmacologicamente relevantes. Este procedimiento presenta ventajas como
que es un procedimiento compatible con la etologia del animal y sencillo de implementar.
Sin embargo, presenta la desventaja de la posible aversion al gusto del alcohol etilico, por

lo que requiere un periodo de adaptacion por parte de los roedores.

ii.  Pesos ratones
Respecto al peso de los animales, es importante remarcar que la correcta monitorizacion
de este parametro es critica ya que los ratones mutantes deberian presentar un fenotipo
obeso. Por otro lado, puesto que los valores glucémicos son determinantes en el presente
trabajo, las diferencias observadas deberian ser consecuencia del efecto derivado de la

ingesta de alcohol etilico y no una consecuencia de la modificacion genética del modelo.

En cuanto al comportamiento metabolico esperado respecto al modelo animal, los ratones
presentaban un fenotipo obeso como consecuencia de la hiperfagia, causada por la falta
de leptina funcional [220]. La acciéon de la hormona leptina en los receptores del
hipotadlamo controla el consumo de energia en el cuerpo, el ratio metabdlico y el apetito.
Por este motivo, tal y como se describe en la literatura [222], el fenotipo obeso de los
ratones ob/ob es apreciable a las pocas semanas de edad. Como puede apreciarse en la
Figura 13, donde se muestran los pesos de los ratones a lo largo del experimento, el peso

3

de los ratones Ob era superior respecto al de los ratones “wild-type” a lo largo del
experimento. Se podria argumentar que la falta de leptina también afecta los niveles de
glucemia basal, ya que la leptina también actiia como regulador del metabolismo de la
glucosa, por lo que los ratones ob/ob presentan niveles de glucemia en sangre elevados.
Sin embargo, tal y como se detallo en el marco tedrico, el metabolismo de 4cidos grasos,

la glicdlisis y la gluconeogénesis de los ratones ob/ob es similar a la de otros modelos

experimentales de obesidad inducida por dieta [226].
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Respecto al peso de los animales, no se observaron diferencias significativas de peso entre
el grupo de estudio (Ob-E) y su grupo control (Ob). El consumo abusivo de alcohol etilico
ha sido relacionado con mayor malnutricion, tanto por un mayor consumo de dietas poco
equilibradas en consumidores abusivos de alcohol etilico, en las que se produce una
sustituciéon de macronutrientes como los carbohidratos y las proteinas por consumo de
alcohol etilico [254]; como por el efecto que tiene este alcohol sobre la absorcion de los
nutrientes en dietas mas o menos equilibradas [255]. Ademas, el consumo crénico de
alcohol etilico aumenta la lipdlisis en los adipocitos, reduciendo el tamafio del tejido

adiposo en ratones [256].

Por estos motivos, podria resultar esperable que los pesos de los ratones de los grupos E
y Ob-E fuesen inferiores a los de sus respectivos grupos control (C y Ob). Por ejemplo,
en un estudio usando un modelo de roedor (ratas Long Evans), Tong y cols observaron
una reduccion del peso de las ratas asociada al consumo de alcohol etilico, aunque en este
caso, usaron como método de administracion de alcohol etilico una dieta Lieber-DeCarli
con un 37% de contenido alcohodlico [257]. Estos autores también observaron que este
efecto era mas acusado en ratas hembra que en macho, lo que ademas demostraria que los
efectos del metabolismo del alcohol etilico afectan de manera distinta segun el sexo. Esto
se ha descrito también en un modelo epidemiologico en humanos, tal y como se observé

en la tercera encuesta nacional de salud y nutricion en Estados Unidos [254].

A pesar de que algunos autores han encontrado efectos de este tipo de dietas alcoholicas
en el peso de los animales, no siempre ocurre de esta manera. Rasineni y colaboradores
no encontraron diferencias en el peso en experimentos con modelo de roedor (ratas wistar)
alimentadas con una dieta Lieber-DeCarli al 36% de alcohol etilico frente al grupo control
que sustituia el alcohol etilico por maltodextrina para mantener las dos dietas isocaloricas

[258]. Aunque los investigadores no encontraron diferencias en el peso total de las ratas
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entre los distintos grupos de estudio, si que observaron una disminucion en el tejido
adiposo en las ratas que consumian la dieta con alcohol etilico y un aumento equivalente

en el peso del higado de dichas ratas.

En resumen, en el presente trabajo, no se observaron diferencias significativas entre el
peso de los ratones con alcohol etilico (E y Ob-E) frente a sus respectivos controles (C y
Ob), aunque si que se observo una diferencia en el peso entre los ratones “wild-type” y
los ratones mutantes ob/ob causada por la deficiencia de leptina. Sin embargo, la falta de
leptina no afecta al metabolismo de acidos grasos, la glicolisis y la gluconeogénesis en
los ratones ob/ob cuando se compara con otros modelos experimentales de obesidad

[226].

iii.  Niveles de glucemia, insulinemia y sensibilidad a la insulina

Con el objeto de determinar si el consumo de alcohol etilico afecta a la secrecion de
insulina, se determind su concentracion en sangre. Asi mismo, puesto que los valores
glucémicos son determinantes en el presente trabajo, resulta importante determinar si
existe una relacion entre la variacion de los niveles de insulina y los niveles de glucemia

basal.

Respecto a los niveles de insulina, se observéd que los valores obtenidos en el momento
del sacrifico en los grupos mutantes (Ob y Ob-E) fueron significativamente superiores a
los valores de los grupos control (C y E) (Figura 15). Esto coincide con lo descrito en la
literatura para este modelo experimental ya que presenta hiperinsulinemia debido a un
aumento de la secrecion de insulina en las células beta [63], [214], [216], [218], [223].
Cuando las glucoquinasas detectan un aumento de la concentracion de glucosa, la
transportan hacia el interior de las células beta promoviendo la entrada de piruvato en la
mitocondria y produciendo ATP, que modifica el ratio ATP/ADP. Este aumento del ratio

ATP/ADP activa los canales de Ca*" a la vez que bloquea el canal de K* atp, estimulando
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la secrecion de insulina. Cuando la secrecion de insulina no es suficiente para mantener
la homeostasis de la glucosa en sangre, se produce transdiferenciacion de células o a
células B y aumento del tamafo de los islotes de Langerhans para compensar la resistencia
a la insulina en el MetS [113]. En un estudio piloto realizado en nuestro laboratorio, se
observo el anteriormente descrito aumento del tamafio de los islotes de Langerhans que
contienen las células B encargadas de la secrecion de insulina. Para ello, se usé un
procedimiento en el que se inyectaba colagenasa por el colédoco para digerir el pancreas
exocrino y preservar la ultraestructura de los islotes de Langerhans que posteriormente se
analizaron al microscopio para procesar las imagenes con el software Image J [259].
Durante el procedimiento de extraccion, al comparar la cantidad y tamafio de islotes
observados entre los ratones “wild-type” y mutantes, se observd un mayor niamero de
islotes de gran tamafio en los ratones obsesos en comparacion con los islotes extraidos de
los ratones “wild-type”. Lamentablemente, estos datos estaban siendo procesados por el
Catedratico D. Juan Vicente Sanchez-Andrés (D.E.P.) en el momento de su fallecimiento,
y no ha sido posible acceder a su ordenador para recuperar los datos e incluirlos en esta

tesis doctoral permitiéndonos demostrar dicha hipotesis en nuestro trabajo.

Por otro lado, en nuestro modelo experimental, no se observaron diferencias significativas
de los niveles de insulina entre el grupo alcohol etilico y el grupo control (C vs E'y Ob vs
Ob-E). Este hecho podria significar que el consumo de alcohol etilico no afecta a la
secrecion de insulina o, al menos, a los niveles de insulina en sangre tras 6 semanas de
consumo. La literatura disponible hasta el momento no deja claro si el consumo de alcohol
etilico favorece o no la secrecion de insulina, ya que hay evidencia cientifica que apoya
tanto que el alcohol etilico disminuye la secrecion de insulina [186], [258], [260] como
que aumenta la secrecion de insulina [186], [201]. En la revision de Steiner, Crowel y

Lang, atribuyen las discrepancias entre los distintos resultados al uso de distintas especies
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animales, distintas concentraciones de alcohol etilico y distintos métodos de intoxicacion
etilica, asi como al método de ensayo empleado (in vitro vs in vivo) [186]. Sin embargo,
tal y como puede verse en la Figura 14, los ratones del grupo Ob mostraron unos niveles
de glucemia elevados a lo largo del experimento tal y como se esperaba, mientras que los
ratones Ob-E, redujeron los valores de glucemia basal a partir de la segunda semana
consumiendo alcohol etilico, llegando a ser significativa la diferencia de glucemia entre
el grupo Ob y el resto de grupos, a pesar de mantener elevados los niveles de insulina en

sangre.

Estos resultados son interesantes si se tiene en cuenta que, tal como se ha comentado en
el apartado anterior y tomando en consideracion los resultados mostrados en la Figura 15,
los niveles de insulina entre el grupo Ob-E y su control son similares. Por tanto, la
reduccion de la glucosa basal observada en los ratones Ob-E podria deberse a una mayor
sensibilidad a la insulina. Esta hipotesis parece ser respaldada por la literatura existente,
ya que existen muchos estudios que apuntan a que el consumo moderado de alcohol etilico
aumenta la sensibilidad a la insulina. Estos estudios muestran una relacion en forma de U
entre el consumo de alcohol etilico y la sensibilidad a la insulina [184], [185], [187],
[188], [189], [190], [191], [208]. La correlacion entre el consumo de alcohol etilico y la
sensibilidad a la insulina podria ser explicada por un aumento de la secrecion de insulina
causada por el consumo de alcohol etilico a través de la activacion de los canales de Ca**
[201]; por una interferencia del alcohol etilico con los mecanismos de sefializacion de la
insulina, como la sefializacion PI3K/AKT y la traslocacion del GLUT4; o bien por efectos

del alcohol etilico en la regulacion y expresion de la glucoquinasa (GCK) [112].

Otros autores apuntan a la posibilidad de que la disminucion observada de la glucemia
basal no es debida a un aumento de la sensibilidad a la insulina propiamente, sino a una

disminucién de la gluconeogénesis en el higado producida por el alcohol etilico [261].
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Cuando esto sucede, la produccion hepatica de glucosa es sostenida por la glucogenolisis
hasta que se agotan las reservas de glucogeno en el higado, produciéndose hipoglucemia
debido al consumo del alcohol etilico [262]. El contenido de glicerol en el higado y los
niveles de FFA en plasma también se ha descrito que se ven disminuidos por accion del
alcohol etilico [186], [193], por lo que contribuyen mas si cabe a la inhibicion de la
glucogendlisis. Ademas, la glucogendlisis también se ve reducida por accion del alcohol
etilico, debido a que el metabolismo de éste (por la accién de la enzima alcohol
deshidrogenasa) modifica la ratio NADH/NAD+, reduciendo la cantidad de piruvato y,
por tanto, reduciendo la piruvato-carboxilasa, que es la enzima limitante del proceso de
glucogendlisis. Estos procesos, en su conjunto, reducen finalmente la cantidad de glucosa
producida por el higado [192]. Nuestros datos parecen apoyar esta segunda hipotesis al
no haberse observado un aumento de la secrecion de insulina en nuestro modelo
experimental, aunque serian necesarios nuevos experimentos para poder confirmar la
causa real de esta reduccion de la glucemia causada por el consumo de alcohol etilico.
Ademas, los niveles de glucemia basal del grupo E también se redujeron respecto a su
grupo control, aunque no de manera estadisticamente significativa. Aun asi, tomando esta
tendencia en consideracion junto con los datos de los ratones Ob-E, se podria plantear la

existencia de un efecto del alcohol etilico sobre el estado glucémico de los ratones.

Para intentar determinar si el consumo crénico de alcohol etilico produce una mejora en
la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, se realizé un test de sobrecarga de
glucosa. Respecto a los resultados del este test (Figura 16), se observan diferencias
significativas entre el grupo MetS (Ob y Ob-E) frente al grupo “wild-type” (C y E). El
MetS se caracteriza por resistencia a la insulina y un estado glucémico alterado (estado

prediabético), que en ocasiones avanza hasta la aparicion de la T2D.
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La T2D esta caracterizada por hiperglucemia en estado basal, cuya aparicion viene
precedida por una pérdida gradual del control glucémico después de las comidas [263].
Por este motivo no es extrafio observar unos niveles de glucemia mas elevados durante el
test en los grupos MetS. Sin embargo, es llamativa la diferencia entre el grupo Ob-E y su
respectivo grupo control (Ob). Estos resultados parecen indicar que el consumo de alcohol
etilico empeora el estado glucémico postprandial en los ratones Ob-E sin empeorar los
niveles de glucemia basal (Figuras 16 y 14, respectivamente). Estos datos apoyan la idea
de que el alcohol etilico genera un efecto en la homeostasis glucémica celular dependiente
del tiempo, posiblemente debida al agotamiento de las reservas de glucégeno en el higado
y no a un efecto sensibilizante a la insulina, ya que, de ser asi, los datos glucémicos de
los ratones Ob-E tras la sobrecarga deberian mejorar respecto a los ratones Ob o tardar

menos tiempo en recuperar valores de glucemia.

Los resultados del test de sobrecarga de glucosa entrarian en contradiccion con las
conclusiones de distintos estudios publicados anteriormente [264], [265], [266]. Estos
trabajos, realizados en humanos, se basan en datos recogidos en encuestas y relacionados
con los datos de hemoglobina glicosilada (HbAic) de los participantes, hallaron una
disminucién de la hemoglobina glicosilada en bebedores moderados. Ademas, en el
estudio de Gulliford y Ukoumunne [264] se establecié también una relacion entre el
consumo de cigarrillos o de alimentos con alto contenido en grasa con un aumento de la
HbAi.. Otro estudio de Harding y colaboradores [265], llegd incluso a establecer
relaciones de reduccion de hemoglobina glicosilada por cada unidad de alcohol etilico
consumida semanalmente. En este estudio también se encontr6 una relacion entre la
reduccion en la cantidad de HbA ¢ y el tipo de bebida alcohdlica consumida, manteniendo

abierta la incognita de si es el alcohol etilico mismo el que produce esta reduccion o, por
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contra, estd relacionado con otras propiedades de las bebidas alcohdlicas empleadas,

como los antioxidantes o el tipo de bebida.

En resumen, el consumo de alcohol etilico no modifica la secrecion de insulina en nuestro
modelo de experimentacion, aunque si modifica los niveles de glucemia de los grupos E
(Ob-E y E) frente a sus controles. Este fendémeno puede explicarse por un aumento de la
sensibilidad a la insulina o bien por una disminucion de la gluconeogénesis en el higado.
Aunque nuestros datos parecen apuntar a esta segunda hipotesis, son necesarios nuevos
experimentos que ayuden a elucidar la causa subyacente a la reduccion de la glucemia

causada por el consumo de alcohol etilico.

Por otro lado, el test de sobrecarga de glucosa muestra diferencias significativas entre los
grupos MetS (Ob y Ob-E) frente a los grupos “wild-type” (C y E). También se observan
diferencias entre los grupos Ob y Ob-E que como hemos dicho, pueden explicarse por el

efecto del alcohol etilico sobre la gluconeogénesis en el higado.

iv.  Mortalidad y datos preliminares estudio largo plazo
A lo largo del experimento el grupo Ob sufrid la muerte del 30% de los animales debido
a shocks glucémicos causados por el desarrollo de T2D. En cambio, en el grupo Ob-E,
aunque los ratones presentaban valores elevados de glucemia, ningtin raton sufrié shock
glucémico y muerte. A este respecto, no se ha encontrado en la literatura ningtn estudio
describiendo este fendémeno. Sin embargo, esta diferencia en la mortalidad podria
explicarse por la disminucién de la gluconeogénesis y la glucogenolisis en el higado en
los ratones Ob-E debido al consumo de alcohol etilico. Al disminuir los niveles de glucosa
en sangre, aunque elevados, no causan shock hiperglucémico en los ratones Ob-E y, por
tanto, disminuye su mortalidad. Este efecto no se observa en los Ob, grupo que no
consume alcohol etilico. Datos preliminares obtenidos en nuestro laboratorio demuestran

que la administracion de alcohol etilico a un modelo animal de MetS durante 6 meses
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agrava la respuesta a una sobrecarga de glucemia y reduce la secrecion de insulina en los
ratones Ob-E. Por este motivo son necesarios mas estudios para determinar las manera en
la que el alcohol etilico influye en el estado glucémico de los animales, asi como el efecto
de la dosis administrada y si la reduccion en la secrecion de insulina se debe a apoptosis

de las células B, fallo en su funcién o por sobrecarga.

v.  Resumen
En este primer punto de la discusion se ha intentado discutir los efectos del consumo
cronico de alcohol etilico en el modelo de experimentacion usado en este estudio. El
modelo animal usado ha sido un modelo de roedor BL6.V-Lep °”°’JRj, un modelo
también conocido como “ob/ob”. Este modelo roedor, fue sometido a un procedimiento
de ingesta forzada de alcohol etilico a través de la bebida “ad libitum”, alcanzando niveles
de alcohol etilico en sangre de 108,5+18 mg/dL y 95,6+£22,6 mg/dL para los grupos con
alcohol etilico (E y Ob-E) en el momento del sacrificio. Este modelo raton, tiene un peso
elevado debido al déficit de leptina, siendo el peso de los grupos mutantes (Ob y Ob-E)
estadisticamente significativo respecto a los grupos “wild-type” (Cy E). Sin embargo, no
se observaron diferencias significativas de peso entre los grupos alcohol (E y Ob-E) y sus
respectivos controles (C y Ob), por lo que el alcohol etilico no produce reducciéon en el

peso de los ratones.

En cuanto a los valores de insulina en el momento del sacrificio, se observaron diferencias
significativas entre los grupos “wild-type” (C y E) y los grupos obesos (Ob y Ob-E),
aunque no se observaron diferencias entre los grupos con alcohol etilico y sus respectivos
controles. Estos resultados, unidos al hecho que se observé una disminucion de los niveles
de glucemia basal en los ratones Ob-E a lo largo del experimento, podrian indicar un
efecto de sensibilizacion a la insulina por efecto del alcohol etilico. Otra explicacion

posible podria ser la reduccion de la gluconeogénesis por accion del alcohol etilico, tal
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como sefialan los datos de sobrecarga oral de glucosa, en que parece que el consumo de
alcohol etilico produce un empeoramiento del estado glucémico postprandial en ratones
sin que eso empeore los niveles de glucemia basal. A la vista de estos resultados, son
necesarios nuevos experimentos que ayuden a determinar la causa de la reduccion de la

glucosa causada por el consumo de alcohol etilico.
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b. EFECTOS COGNITIVOS DEL CONSUMO DE ALCOHOL

ETILICO EN RATONES OB

Una de las cuestiones que subyacen a este estudio es como afecta el consumo crénico de
alcohol etilico a las funciones cognitivas del SNC. Los efectos cognitivos del consumo
de alcohol etilico han sido ampliamente estudiados en la literatura. El consumo de alcohol
etilico produce un aumento del estrés oxidativo del cerebro, debido a que produce
cambios en las membranas celulares, causando cambios en la actividad neuronal,
modulacion de neurotransmisores, incrementa la pérdida neuronal, y la
neurodegeneracion [128]. Ademas, también afecta a las funciones ejecutivas del cerebro,
provocando desinhibicion, fallos en el razonamiento, en la actividad motora, el céalculo, y
amnesia temporal, asi como dafios en la memoria a largo plazo [146], [147], [148], [149],

[150].

Por otro lado, el desarrollo de patologias como la resistencia a la insulina, el sobrepeso,
hipertension o el MetS han sido relacionados con el estado inflamatorio y autofagico del
hipotdlamo debido a las citoquinas IKK-B, NF-kf [122], [123]. Asi mismo, estas
patologias también se han relacionado con degeneracion neuronal y desajustes cognitivos
en roedores [125], [126], asi como con neuroinflamacion y neurodegeneracion causada
por dafios a la funcién y supervivencia de oligodendritos, afectando a la memoria y el

aprendizaje [128].

Por estos motivos, es importante estudiar los efectos cognitivos causados por ambas
patologias, para determinar si se produce alguna diferencia en el desempefio cognitivo de
nuestro modelo animal debido al consumo cronico de alcohol etilico en combinacion con

el MetS.
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Para evaluar los efectos cognitivos causados por el consumo cronico de alcohol etilico en
nuestro modelo experimental, se realizo el Novel Object Recognition Test, mediante el
cual se establecen relaciones de memoria a partir del tiempo que los ratones pasan
explorando los distintos objetos de su entorno. El Novel Object Recognition Test se basa
en la tendencia natural de los ratones a explorar los objetos del entorno que les rodea y,
como no incluye ningun estimulo externo que condicione los resultados, tales como

descargas eléctricas o comida; sirve como test de los procesos cognitivos de los ratones.

Entre los procesos cognitivos que pueden ser evaluados con esta prueba se encuentra la
memoria, ya que pueden establecerse relaciones de memoria segin el tiempo que los
ratones pasan explorando los objetos, debido a la preferencia por explorar objetos nuevos
o desconocidos por parte de los animales. Como puede apreciarse en las Figura 17, no se
observaron diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio para el corto
plazo (Figura 17.a), ni para el largo plazo (Figura 17.b); por lo que se puede inferir que
el consumo cronico de alcohol etilico no afecta a los procesos de memoria a corto y largo

plazo en nuestro modelo raton de MetS y con los tests utilizados en este trabajo.

Hay que senalar que diferentes autores si hallaron un deterioro cognitivo en la memoria
debido al consumo de alcohol etilico en consumos durante cortos periodos de tiempo. Por
ejemplo, Pascual y colaboradores, usaron ratones C57BL6 a los que intoxicaron con
alcohol etilico al 10 % en el agua de bebida durante cinco meses en un procedimiento
similar al planteado en esta tesis [153], [267]. En estos estudios, para concentraciones de
alcohol etilico en sangre de 110 mg/mL observaron diferencias en el Novel Object
Recognition Test entre los grupos “wild-type” control y “wild-type” alcohol etilico. No
hallando diferencia en los grupos de ratones mutantes usados en su estudio, pero si un
aumento de citoquinas proinflamatorias en el cerebro, que podrian apuntar a dafio cerebral

causado por el consumo crénico de alcohol etilico. Por su parte, Beaudet no encontr6

126



diferencias significativas en ratones C57BL6 adultos a los que se les habia administrado
intraperitonealmente 2g/Kg de alcohol etilico durante 15 dias frente a sus controles
adultos en su desempeifio en distintos test conductuales como el Novel Object Recognition
Test, light-dark box y el elevated plus-maze. En cambio, al comparar estos ratones frente
a ratones adolescentes a los que se les habia aplicado el mismo tratamiento, y a ratones
adultos que habian recibido el mismo tratamiento en la adolescencia; observaron un peor
desempefio en los test por parte de estos grupos de ratones, frente a los adultos con el
tratamiento en la adultez, demostrando que el abuso de alcohol etilico en la adolescencia
afecta severamente a las funciones cerebrales [251]. Por su parte, Johnsen-Soriano y cols,
observaron una peor latencia en un modelo animal de roedor (ratas Sprague-Dawley)
alimentadas 20 dias con dieta Lieber-DeCarli con un contenido de alcohol etilico del 6.4%
en el test del laberinto de agua de Morris frente a los grupos control, estableciendo asi un
dafio cognitivo debido al alcohol etilico [268]. En otro estudio, el grupo de investigacion
de King y cols observ¢ afectacion de la memoria espacial en ratones C57BL6 hembra de
12 semanas de edad a las que se les habia administrado una dieta Lieber-DeCarli con un
5% de alcohol etilico durante 10 dias [269]. En este caso, para determinar el dafio
cognitivo utilizaron una variante del Novel Object Recognition Test en la que usaban
cuatro objetos que, algunos eran sustituidos por objetos nuevos y otros simplemente
cambiaban su posicion en el espacio, para asi tratar de determinar si también se veia
afectada la memoria espacial. En este caso, cabe tener en cuenta que existe un dimorfismo
sexual en el metabolismo del alcohol etilico y, por tanto, los resultados del Novel Object
Recognition Test no tienen por qué coincidir entre machos y hembras para la misma
cantidad de alcohol etilico. En este sentido, Paiva-Santos y sus colaboradores estudiaron
el efecto combinado de las hormonas sexuales y el alcohol etilico en el Novel Object

Recognition Test en un modelo roedor (ratas Wistar) con tratamiento intraperitoneal de
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alcohol etilico 0,6 g/Kg y 1,8 g/Kg [250]. En estos estudios, observaron una mayor
preferencia por los objetos nuevos en los ratones macho en el corto plazo, mientras que
las hembras y los ratones macho con dosis de alcohol etilico elevadas no mostraron
preferencia por los objetos nuevos. En cuanto al largo plazo, eran las hembras las que
mostraban mayor preferencia y, aunque todos los machos mostraron también
discriminacion de objetos, los de mayor dosis de alcohol etilico mostraron una menor
preferencia por los explorar los nuevos objetos. Estos resultados podrian estar influidos
por el ciclo hormonal de las hembras, ya que los autores observaron que el rendimiento

en proestro fue peor en comparacion con otras fases del ciclo.

La diferencia con estos estudios puede deberse a las distintas condiciones experimentales
usadas en estos experimentos para la intoxicacion etilica: Lieber-DeCarli [268], [269] o
inyecciones intraperitoneales [250], [251]; ya que el modelo de administracion de alcohol
etilico usado en nuestro experimento ha demostrado ser efectivo como método de
intoxicacion etilica, aunque puede que requiera de mayores periodos de tiempo para
producir dafios cognitivos y conductuales [153], [267]. Otra de las causas que podria
explicar la diferencia en los resultados publicados podria ser la dosis alcohdlica y el sexo
de los animales, ya que los autores citados anteriormente hallaron dafios cognitivos en
funcion del sexo y la dosis alcoholica [250], donde los ratones macho con mayor dosis de
alcohol etilico administrada intraperitonealmente mostraban dafio cognitivo antes que sus
homologos con menor dosis o las hembras a igual dosis. Cabe destacar, que la divergencia
en los resultados también podrian ser resultado del uso de ratas como modelo animal de

experimentacion en los citados estudios [250], [268], [269].

Otros factores que podrian afectar a la determinacion del dafio cognitivo son el uso de
otros test complementarios como el water maze o el elevated plus-maze, aunque estos test

estan mas encaminados a estudiar otros factores como la ansiedad. También el disefio del
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experimento del Novel Object Recognition Test puede haber influido, ya que no es lo
mismo un entrenamiento de cinco minutos que un entrenamiento mas corto o largo, ya
que los animales pueden explorar mas detenidamente el entorno y los objetos; asi como
la forma y tamafio del campo de pruebas, ya que si es muy grande puede desincentivar a
los animales a explorar o crearles ansiedad en caso de ser muy pequefio. Los objetos por
explorar también son importantes, ya que teniendo en cuenta que los roedores tienen
dificultades para diferenciar el color, es importante buscar figuras de forma distinta y sin
olor, o al menos que su olor no ahuyente al animal. También resulta muy importante, la
hora del ciclo de luz empleada para realizar el test, ya que los ratones estan mucho mas
activos en las horas de la fase oscura. Otros aspectos que considerar son la ansiedad del
animal al manejo por parte del experimentador y el uso de programas para analizar los
videos, ya que puede que no recojan con exactitud todas las aproximaciones al objeto,
que ademas pueden diferir entre softwares o estudios, dificultando la comparacion entre
estudios. En nuestro caso, estos parametros ya fueron validados para nuestro modelo
experimental por miembros del grupo de experimentacién y ha mostrado ser efectivo en
publicaciones previas [153], [267], por lo que la ausencia de diferencias debe atribuirse
al corto tiempo de intoxicacion etilica, a pesar de que los niveles de alcohol etilico en

sangre son similares.

En resumen, se realizé el Novel Object Recognition Test, para establecer relaciones de
memoria a partir del tiempo que los ratones pasan explorando los distintos objetos de su
entorno. No se observaron diferencias significativas entre los distintos grupos de estudio
para el corto plazo ni para el largo plazo en nuestro modelo ratéon de MetS. Aunque otros
autores si que hallaron deterioro cognitivo en la memoria atribuible al efecto del alcohol

etilico, estas diferencias podrian ser efecto del disefio experimental, el uso de otros test
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complementarios, la dosis de alcohol etilico, el sexo de los animales o el modelo animal

elegido para el estudio.
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c. EFECTOS DEL CONSUMO CRONICO DE ALCOHOL ETILICO
EN EL SISTEMA OXIDATIVO DEL CEREBRO DE LOS

RATONES OB

El consumo crénico de alcohol etilico estd relacionado con un aumento del estrés
oxidativo en el cerebro [270]. Esta alteracion del balance oxidativo del cerebro esta
inducida porque el alcohol etilico, al atravesar la barrera hematoencefalica es
metabolizado a nivel central mediante la ruta de la catalasa [135], generando
acetaldehido, una molécula altamente reactiva y toxica; y ROS. Por su parte, el MetS se
caracteriza, entre otros, por un estado de inflamacién crénica que aumenta el estrés
oxidativo del sistema debido a la sobrealimentacion. Ademas, la hipertrigliceridemia, la
hipertension, hiperglucemia, la resistencia a la insulina y la obesidad, sintomas tipicos del
MetS, también aumentan la produccion de ROS por un aporte excesivo de electrones a la
cadena respiratoria, aumentando el estrés oxidativo celular. Por este motivo, dado que
tanto el MetS como el consumo cronico de alcohol etilico estan relacionados con un
aumento del estrés oxidativo, resulta interesante estudiar el efecto que tiene el consumo
cronico de alcohol etilico combinado con el MetS sobre el estado oxidativo del SNC de

ratones.

Para eliminar las especies reactivas y restaurar la homeostasis redox, las células cuentan
con sistemas antioxidantes como el sistema glutation. De forma sencilla, el glutation se
encuentra en equilibro entre su forma oxidada y reducida, pero su concentracion total
permanece constante. Cuando hay desequilibrio redox debido a la presencia de ROS, la
enzima glutation peroxidasa (GPx) reduce la especie reactiva que genera el desequilibrio
al tiempo que oxida el glutation de su forma reducida (GSH) a su forma oxidada (GSSG).

Posteriormente, para reponer el sustrato para defenderse de futuras amenazas redox, el
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glutation vuelve a su forma reducida mediante la enzima Glutation Reductasa (GR) [175],

[271].

i.  GSH, GSSG, GR y GPx
En nuestras condiciones experimentales, se observa un aumento en la actividad GR en el
cerebro de los ratones Ob-E (Figura 18) y un aumento de la relacion GSH/GSSG (Figura
22), debido a la menor cantidad de GSSG en el cerebro de todos los grupos respecto a los
controles (C) (Figura 21), mientras que no se observa un aumento de la actividad GPx

(Figura 19), ni una variacion significativa de GSH (Figura 20).

Ante una agresion oxidativa, se esperaria que los niveles de GSH hubiesen disminuido al
activarse el GPx para reducir las especies ROS en especies menos dafiinas para las células,
y que hubiese aumentado la cantidad de GSSG, manteniéndose la cantidad de glutation
constante en el tiempo. Ante una agresion oxidativa, también podria suceder que los
valores de GSH y GSSG (y por tanto su ratio), permanezcan mas o menos constantes, tal
y como observd Sommavilla y cols, quienes observaron un aumento de la actividad GPx,
pero no una modificacion de la cantidad de GSH, GSSG ni su ratio, en un experimento
con ratas de distintas edades a las que se les administré alcohol etilico (1,5 g/Kg) a través
de una sonda géstrica durante tres dias. [272]. Aunque para que esto suceda, la actividad

GPx deberia ser compensada por la actividad GR y la formacién de GSH de novo.

En nuestro caso se observa como la cantidad de GSH no se ve afectada, mientras que la
cantidad de GSSG y la relacion GSH/GSSG si que se ven alteradas. Estos datos apuntan
a la existencia de un mecanismo compensatorio después de una agresion oxidativa en la
que las células aumentan de manera temporal la defensa antioxidante mediante la sintesis
de GSH, la captacion extracelular de GSH o la restitucion del GSH a partir del GSSG
mediante la accion de la GR [273] para hacer frente al desajuste redox hasta restablecer

las condiciones homeostaticas.
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Este aumento de la capacidad antioxidante ha sido descrito por diversos autores que
mostraron un aumento de los niveles de GSH ante una agresion oxidativa. Asi, por
ejemplo, Satriano y sus colaboradores observaron un aumento de la concentracion de
GSH en sangre en nifios sometidos a una intervencion de bypass cardiopulmonar durante
las 24h siguientes a la intervencioén quirurgica [274]. Del mismo modo, Sanchez-Vallejo
y sus colegas observaron un aumento de GSH en la retina de un modelo roedor de
degeneracion retinal (ratones C57BL6) tras la introduccion de un agente inductor de
estrés oxidativo [275], que fue acompafiado de una reduccion de la concentracion del

GSH cuando las células dejaron de tener capacidad de producir mas GSH.

En resumen, ante una agresion oxidativa, las células activan el sistema glutation para
evitar dafios por estrés oxidativo, lo que se conoce como defensa antioxidante. En nuestro
estudio, no se observaron cambios en la cantidad de GSH, aunque si se modificaron la
cantidad de GSSG vy la ratio GSH/GSSG. Ademas, la GR estaba alterada, mientras que
no se observaron diferencias significativas en la GPx. Estos datos apuntan a la existencia
de un mecanismo compensatorio para hacer frente al desajuste redox hasta restablecer las
condiciones homeostaticas. Este fendmeno ha sido observado por otros autores de la

literatura.

ii.  L-Cisteina
En nuestro estudio, se observa un aumento de la concentracion de L-Cisteina en los
ratones Ob-E frente a los ratones “wild-type” pero no frente a los Ob (Figura 23). Este
aumento podria ser explicado como un mecanismo compensatorio activado frente a una
agresion oxidativa. Asi, ante la agresion oxidativa y la destruccion de algunas moléculas
de GSSG, se inicia la produccion GSH de novo a partir de la unioén de glicina a la vy-
glutamilcisteina, sintetizada a partir de la unién de los aminoacidos glutamato y L-

Cisteina por accion de la glutamato cisteina ligasa [276]. Wlodek y Rommelspasher,
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observaron el fenomeno de formacion de GSH de novo al tratar a un modelo animal de
raton con derivados de tiazolidina, que actuaban como precursores del GSH,
consiguiendo una mejora en los marcadores de estrés oxidativo. En cambio, los ratones a
los que no se les administraba el precursor, fallaban en el sostenimiento de la defensa

antioxidante [277].

La necesidad de mantener los niveles de GSH para garantizar una adecuada defensa
antioxidante intracelular podria explicar tanto los datos observados sobre la concentracion
de L-Cisteina, como los datos de actividad de la enzima GR y los de GSSG, en los ratones
Ob-E. Estos animales con presentan una combinacion de dos factores que se han asociado
ampliamente a la aparicion de estrés oxidativo ([59], [69], [125], [170]). Aunque en
nuestro estudio no hemos podido confirmar la presencia de estrés oxidativo, la actividad
de la enzima GR es mayor en los ratones Ob-E al tiempo que la cantidad de GSSG en sus
cerebros es la més reducida. Sin embargo, este aumento no puede ser atribuido
unicamente al consumo de alcohol etilico, ya que la diferencia en concentracion de L-
Cisteina en los ratones que Ob-E y E frente a sus respectivos controles no es significativa.
Del mismo modo, tampoco se puede atribuir este aumento a la genética de los ratones
mutantes, ya que no se observa diferencia significativa entre los grupos “wild-type” y los
grupos mutantes, por lo que el aumento en la concentracion de L-Cisteina podria ser
atribuido a la combinacion de ambas patologias: consumo de alcohol etilico y MetS.
iii. MDA

En las células, cuando se produce una agresion oxidativa, y la defensa antioxidante no es
capaz de reestablecer el equilibrio redox celular, existe un desequilibrio entre las especies
ROS vy las defensa antioxidante, produciendose un exceso de radicales como el radical
hidroxilo (OH") [278]. Cuando este radical se genera en las proximidades de las
membranas celulares, ataca a los 4cidos grasos poliinsaturados que forman los
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fosfolipidos, destruyendo la membrana celular y generando una reaccidon en cadena en la
que se obtiene MDA como subproducto. Por este motivo, el MDA es un buen indicador

del dafio celular causado por el estrés oxidativo [171], [172], [242].

En cuanto a los datos de peroxidacion lipidica y formacion de MDA, no se hallaron
diferencias significativas en las concentraciones de MDA entre los distintos grupos de

estudio (Figura 24).

A pesar de que los datos muestran que existe una agresion oxidativa al cerebro y que los
mecanismos compensatorios redox estan activos, no se aprecia un aumento del dafio
celular y la apoptosis, tal y como se puede deducir de las concentraciones de MDA. Estos
resultados estarian alineados con los resultados conductuales, en los que no se observaron

diferencias significativas entre los distintos grupos para la memoria a corto y largo plazo.

Cuando el mecanismo compensatorio celular al estrés oxidativo falla porque no hay
capacidad para reponer la enzima GSH, se produce dafio oxidativo severo, con un
aumento de los niveles de MDA, que se traduce en dafio cognitivo, tal y como observaron
Johnsen-Soriano y sus colaboradores en el hipocampo de ratas alimentadas con dieta
Lieber-DeCarli con alcohol etilico 6,4% [268]. Este efecto también fue observado por
Wilodek y Rommelspasher, quienes observaron como la concentracioén de glutation total
disminuia al tiempo que aumentaba la cantidad de MDA en ratones a los que se les
administré alcohol etilico durante cinco dias por una sonda géstrica con concentraciones
entre 5y 6 g/lkg y dia [277]. Ademas, también observaron un aumento de los niveles de
glutation total y una reduccion de la peroxidacion lipidica (a través de una reduccion de
la concentracion de MDA) en estos ratones cuando se les trataba con derivados de la

tiazolidina, que actuaban como precursores del GSH.

135



Por tanto, en la literatura si que se describe un aumento del dafio celular por el estrés
oxidativo debido al efecto del alcohol etilico, aunque en nuestro caso no hemos observado
este fenomeno, posiblemente porque el sistema antioxidante todavia es capaz de mantener
la defensa frente a la agresion oxidativa. Otra explicacion de la discrepancia hallada
respecto a la literatura podria ser la diferencia en el procedimiento de ingesta utilizado o
la estirpe utilizada para llevar a cabo los experimentos, ya que el modelo raton utilizado
podria tener una predisposicion genética a una mejor defensa antioxidante que otras

especies de roedor.

En resumen, cuando la defensa antioxidante falla en la accion frente a las agresiones
oxidativas, se produce dafio celular y peroxidacion lipidica. El MDA es uno de los
marcadores de peroxidacion lipidica en las células. En nuestro estudio no se hallaron
diferencias significativas en la concentracion de MDA para los distintos grupos de
estudio, posiblemente porque la defensa antioxidante sigue siendo capaz de contrarrestar

las agresiones oxidativas con el sistema del glutation.

iv.  Resumen

Los datos de estrés oxidativo obtenidos en este estudio muestran que existe un mecanismo
de compensacion y defensa frente a las agresiones oxidativas. Ante una agresion
oxidativa, el sistema glutation se activa neutralizando las amenazas a partir de la
oxidacion del GSH a GSSG mediante la accion de la enzima GPx. Para mantener el poder
antioxidante de este sistema, la concentracion de GSH es mantenida a través de la accion
de la enzima GR, que reduce el GSSG a GSH y la formacion de GSH de novo a partir de
precursores como la L-Cisteina. Cuando la defensa antioxidante falla, se produce

peroxidacion lipidica y dafio celular, que es observable a partir de la formacion de MDA.
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En nuestro estudio, no se observa un aumento significativo de la MDA pero si la
activacion del sistema del glutation a través de la actividad de la GR y las concentraciones
de GSH, GSSG y la relacion entre ellas. Ademaés, también se observa el aumento de la
concentracion de L-Cisteina, lo que apunta a que la falta de dafio oxidativo es

consecuencia de que la célula todavia es capaz de hacer frente a la agresion oxidativa.

137



d. EFECTOS DE LA ACCION COMBINADA DEL METS Y EL

ABUSO DE ALCOHOL ETILICO

Tal y como se describe en el marco tedrico, no existe un consenso cientifico respecto a si
el consumo de bebidas alcohodlicas favorece o reduce la posibilidad de sufrir T2D en
pacientes con MetS. En nuestro experimento, el consumo cronico de alcohol etilico
reduce los niveles de glucemia en sangre, ejerciendo un efecto protector frente al
desarrollo de la T2D, sin afectar a los niveles de secrecion de insulina, o al menos, a los

niveles de insulina en el torrente sanguineo.

A la vista de los resultados de la sobrecarga de glucosa, del control de glucemia basal y
de los niveles de insulina de los animales usados en el experimento, parece que gana
fuerza la hipotesis de que las mejoras relacionadas con la proteccion frente al desarrollo
de la T2D son debidas a la reduccion de la glucogendlisis y gluconeogénesis causadas por
el alcohol etilico, produciendo una reduccién de los niveles de glucosa en sangre.
Ademas, tal y como hemos observado, no se produce una modificacion de la secrecion
de insulina, que no se ve aumentada ni reducida por efecto del consumo crénico de alcohol
etilico. Tampoco se observa un aumento a la sensibilidad a la insulina, que implicaria un
mejor comportamiento en la sobrecarga de glucosa o una reduccion de la secrecion de
insulina, ya que no serian necesarios niveles tan elevados de insulina circulante para

producir el mismo efecto.

Del mismo modo, el consumo cronico de alcohol etilico en nuestro modelo de MetS
activo el mecanismo de defensa antioxidante, produciendo una respuesta suficiente para
compensar la agresion oxidativa y evitar la apoptosis de las células B de los islotes
pancreaticos [84], que ha sido relacionada con las especies ROS producidas por el

metabolismo del alcohol etilico [141], [178], [202]; lo que puede explicar por qué no se
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observa una disminucion de los islotes pancredticos y de la secrecion de insulina en

nuestro modelo.

La activacion observada de la defensa antioxidante y el mecanismo compensatorio
también parece evitar los dafios cognitivos asociados al consumo de alcohol etilico [128],
ya que no se observa un aumento de productos de peroxidacion lipidica (MDA) en las
muestras de cerebro extraidas de los animales de este estudio, como tampoco se aprecia

dafio cognitivo en la memoria a largo y corto plazo en el Novel object recognition test.

A pesar de los resultados descritos en esta tesis, es necesario profundizar en los procesos
que nos permitiran elucidar cudl es el mecanismo de accion por el cual el alcohol etilico
modifica algunos de los factores que afectan al MetS, tales como la secrecion de insulina,
el estrés oxidativo o el estado glucémico, por lo que siguen siendo necesarios mas
experimentos para determinarlos. Entre los pardmetros a estudiar, se encuentra la dosis
de alcohol etilico administrada y el modelo de ingesta, ya que muchos de los efectos
descritos son dependientes de estos factores, siendo peores los consumos abusivos en
cortos periodos de tiempo que el mismo consumo moderado a lo largo del tiempo [177].
También seria interesante recoger mas datos en los proximos experimentos para ver como
varian debido al consumo de alcohol etilico. Datos como, por ejemplo, mas marcadores
de estrés oxidativo e inflamacién, como grupos carbonilo o 8-hidroxi-desoxiguanosina
(80HAG) y el TNF-a; valores metabolicos relacionados con el MetS, como el HDL, LDL
o FFA; o mas datos cognitivos a través del uso de diferentes test conductuales, como el

laberinto de agua de Morris.
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LIMITACIONES
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Las principales limitaciones que hemos encontrado tras realizar este estudio son las

siguientes:

El modelo raton ob/ob tiene como limitacion que los ratones ob/ob estabilizan los valores
de glucemia a unos valores de normoglucemia a partir de los 6 meses de edad [223], con
lo que no es posible estudiar los efectos a largo plazo del consumo de alcohol etilico en

el MetS y seria necesario cambiar de modelo animal de MetS.

Otra limitacion es la complicacion de determinar el nivel de intoxicacion etilica alcanzado
por cada raton, ya que el consumo de alcohol etilico de cada raton es una estimacion
basada en el consumo de todos los ratones de la caja. Por tanto, sélo es posible obtener
medidas reales del grado de alcohol en sangre de los ratones en el momento de su

sacrificio, debido a la cantidad de sangre necesaria para realizar los inmunoensayos.

En futuros experimentos se incluira la determinacion y analisis de mas marcadores de
inflamacién y muerte celular, asi como valores de hemoglobina glicosilada y valores
metabolicos relacionados con el MetS, como el HDL, LDL o FFA, para ayudar a la

interpretacion de resultados.

143



144



CONCLUSIONES
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A la vista de los resultados discutidos de en los apartados anteriores puede afirmarse que
el consumo cronico de alcohol etilico induce cambios en los parametros estudiados en
nuestro modelo raton de MetS. De manera mas especifica, las conclusiones que se

obtienen en el presente trabajo son las siguientes :

1. EFECTOS EN LA MEMORIA

El consumo crénico de alcohol etilico durante seis semanas no afecta a las funciones
cognitivas, de aprendizaje y memoria a corto y largo plazo, de ratones con MetS en

nuestro modelo experimental.

2. SECRECION Y RESPUESTA A LA INSULINA

El consumo cronico de alcohol etilico no afecta a la secrecion de insulina en nuestro
modelo de raton con MetS aunque si se observa una alteracion en la respuesta a la

misma.

3. ESTADO GLUCEMICO

El consumo créonico de alcohol etilico induce una reduccion de los valores de
glucemia basal en nuestro modelo animal de MetS junto con un incremento de la

glucemia postprandial.

4. SISTEMA ANTIOXIDANTE

El consumo crénico de alcohol etilico induce una alteracion del estado oxidativo en
el cerebro de ratones 0b/ob, consistente en un incremento de la actividad de la enzima
antioxidante GR sin que llegue a observarse un incremento de la peroxidacion
lipidica. Este cambio sugiere la activacion de un mecanismo compensatorio frente a
la agresion oxidativa inducida por el alcohol etilico en ratones con MetS en nuestro

modelo experimental.
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ANEXO I: Autorizacion Procedimiento Experimentacion Animal

& GENeRALITAT
VALENCIANA
\

Conzelleria dAgricultura,
Madl Amblant, Canvi Climitie
| Desanvaluparment Rural
Direccion General de Agricultura,
Ganaderia y Pesca
Ciutat Administrativa 9 d'Octubre
Calle de La Democracia, 77 - Edif. B3 F2
46018 Valéncia

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2019/VSC/PEAJ/0053

Vista la solicitud realizada en fecha 06/03/19 con n® reg. entrada 135100 por D/D?. Jesus Lancis
Saez, Vicerector d’ Investigacio i Transferéncia, centro usuario ES120400001002, para realizar
el procedimiento:

“ Sindrome metabdlico y abuso de alcohol: efectos de la accién combinada de ambas
patologias sobre el sistema nervioso central.”

Teniendo en cuenta la documentacion aportada, segun se indica en el articulo 33, punto 5y 6, y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacion en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

Vista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:

la realizacion de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2019/VSC/PEA/0053 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacién para el nimero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:

Usuario: Universitat Jaume | Castellon

Responsable del proyecto: Maria Edo Muriach Sauri

Establecimiento: Servicio de Experimentacion Animal

Necesidad de evaluacion restrospectiva:

Condiciones especificas:

Observaciones:

Valencia a, fecha de la firma electrénica
El director general de Agricultura, Ganaderia y Pesca

Firmat per Rogelioc Llanes Ribas
1'11/03/2019 17:15:30
Cidrrec: Direccidn General

CSVNILHPESV-MIADE-IV3GIZYP  URL de validacié:https:wonw tamits zwa es'csv-fronemde faces"cadena=30] HPE SV-N3ADIE)-IVIGIIYP
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