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Introduccion

Antecedentes historicos

Los primeros datos de consumo de alcohol los encontramos a finales de la Edad
de Piedra al encontrarse restos en vasijas, debido a la fermentacion casual que ocurrié
por almacenar zumos o cereales malteados'. En el Antiguo Egipto la vid era el segundo
cultivo tras los cereales, por lo que el vino y la cerveza se consumian indistintamente,
aunque la cerveza era poco apreciada por las clases sociales elevadas. La cultura griega
y romana son grandes consumidoras de vino, incluso tienen un dios al que adoran,
Dionisio para los griegos, y su analogo en la época romana, el dios Baco. En la
peninsula ibérica durante el dominio arabe desciende el consumo del vino pero aumenta
el de la cerveza como aporte caldrico y nutriente que sustituye al agua y la comida en
épocas de escasez. Durante la Edad Media y segin avanza la Reconquista, aumenta de
nuevo el consumo de vino ya que aumenta su produccion, y éste comienza a formar

parte de nuestra dieta habitual.

En el siglo XVI, Lutero encabeza un cambio de pensamiento en el consumo de
bebidas alcohdlicas calificandolo como “el diablo de la bebida”. Comienzan asi las
clases altas a repudiar el beber sin mesura, a la vez que se introducen bebidas calientes
como el café. Sin embargo, en las clases inferiores, el abuso de bebidas alcohdlicas
hasta el estado de embriaguez se considera como la “alegria de vivir”, por lo que se

mantiene?.

Tras siglos observando los efectos nocivos del abuso del alcohol, a partir del
siglo XIX comienzan a aparecer organizaciones que fomentan la abstinencia. La presion
de estas organizaciones alcanza su mayor expresion en EEUU donde se elabora en el
siglo XX la llamada “Ley seca”. Estos movimientos se generalizan también por Europa,

sobre todo en Gran Bretafa y los paises nodrdicos. En Espafa, apenas tuvieron
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repercusion® y las bebidas alcohdlicas continuaron formando parte de nuestra dieta

habitual, fundamentalmente el vino con un patrén de consumo diario y regular.
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Epidemiologia del consumo de alcohol

El estudio del consumo de alcohol resulta complejo por la dificultad de su
estimacion precisa, la variedad de formas de consumo y la diversidad de clasificaciones
y definiciones al respecto. Todo ello complica el andlisis de patrones de consumo y las
comparaciones entre datos, asi como el estudio de las repercusiones sobre la salud, las
posibles intervenciones y sus resultados. En todo caso, para la obtencion de
informacion, los principales indicadores existentes de consumo de alcohol son el

consumo de alcohol per cépita y las encuestas poblacionales de salud*.

El consumo de alcohol per cépita se define como la cantidad de alcohol
consumida en litros de alcohol puro en una poblacion en un afio y, por tanto, se expresa
en litros de etanol puro (global o desglosado por tipo de bebida). Para su calculo se
utiliza como denominador la poblacion en edad de consumo de alcohol, mayor o igual a
15 afios, asumiendo la limitacion que implica que no se elimina la fraccion de los no
bebedores.** El principal inconveniente de este indicador es que no permite identificar
grupos de riesgo y patrones de consumo de alcohol en una poblacion. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publica anualmente el consumo per cépita a través del
Global Information System on Alcohol and Health (GISAH)’. En Espafia estos datos se
pueden obtener a través del Instituto Nacional de Estadistica (INE), La Encuesta

Industrial de Productos y el Panel de Consumo Alimentario®.

Las encuestas de salud proporcionan informacion sobre el consumo de alcohol
de una nuestra poblacional. Los principales datos que podemos obtener son edad de
inicio, frecuencia de consumo, cantidad y promedio de consumo, patrones de consumo
(consumo excesivo puntual o binge drinking) y preferencia de bebida. En Espafa se

viene realizando bienalmente por el Observatorio Espafiol sobre Drogas, la Encuesta
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sobre Alcohol y Drogas en poblacion general en Espania (EDADES), en poblacion de 15
a 64 afos, asi como la Encuesta Estatal sobre Uso de Drogas en Ensefianzas
Secundarias (ESTUDES). También se pueden obtener datos en la Encuesta Nacional de

Salud del Ministerio de Sanidad (ENS), y la Encuesta Europea de Salud (EES)*.

Situacion mundial

A nivel mundial, el consumo medio de alcohol en personas mayores de 15 afos
es de 6,2 litros puros de alcohol al afio, o lo que es lo mismo, casi 5 kg de etanol puro al
aflo o 13,5 gramos al dia’. La variabilidad entre los paises es muy amplia como
consecuencia de las caracteristicas sociodemograficas y culturales de cada region. Los
niveles mas altos de consumo siguen detectandose en Europa y en América, frente a los
mas bajos correspondientes a paises al sur y al este del Mediterrdneo, en los que
predomina la religion islamica® (ver figura 1). En Europa, el consumo de alcohol per
capita es de 10-12,4 litros al afio® y el porcentaje de mayores de 15 afos que
consumieron alcohol en el ultimo afio es del 64,6%, siendo el 76,9% en varones y el

52,9% en mujeres®.

Si diferenciamos entre los patrones de consumo de bebidas alcoholicas, el
consumo diario o casi diario de alcohol es més prevalente en los grupos de edades mas
avanzadas, entre los 55-74 afios®. El consumo intensivo de alcohol o binge drinking que
serd definido y tratado posteriormente con mas detalle, es mas prevalente entre jovenes
con edades comprendidas entre los 15-19 afios (11,7% de la poblacién mundial)’. Los
porcentajes mas altos dentro de este patron de consumo pertenecen a paises de la region
europea y americana con un porcentaje que varia entre el 20-30% de la poblacion con

edades comprendidas entre los 15 y 19 afios’ (ver figura 2).
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En relaciéon con el sexo, los varones superan de forma general a las mujeres en
cualquier grupo de edad y patrén de consumo. A nivel mundial, el consumo total de
alcohol per cépita en el 2010 en varones y mujeres fue de 21,2 y 8,9 litros puros de
alcohol respectivamente®. La mayor diferencia la encontramos en la prevalencia de
binge drinking en donde el ratio varén:mujer es aproximadamente 11:1°. También en el
consumo a diario o casi a diario de alcohol la prevalencia es mayor en los varones frente

a las mujeres.

Geograficamente existen diferencias entre el tipo de bebidas alcohodlicas
consumidas. Globalmente el 50,1% de las bebidas alcoholicas consumidas corresponden
a destilados, que es el tipo de alcohol més frecuente en sureste asiatico y region oeste
del Pacifico, de acuerdo a la division en regiones de la OMS, mientras que en Europa se
situa en el segundo lugar. La segunda bebida més consumida es la cerveza, con un
34,8%, siendo la mas frecuente en paises de la regién europea y americana. El vino
ocupa el tercer lugar en frecuencia con un 8% del total de bebidas alcoholicas, siendo

similar en frecuencia con su consumo en las regiones europeas y americanas’.
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Figura 1: Consumo de alcohol per capita a nivel mundial. Obtenido de Global status
report on alcohol and health- 20145,
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Figura 2: Prevalencia del binge drinking entre los 15 y 19 afios (%). Obtenido de
Global status report on alcohol and health- 20145,
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Situacion en Espafia

Espaia es uno de los paises donde el consumo excesivo de bebidas alcohdlicas y
sus problemas relacionados adquieren gran importancia ya que, aunque en los ultimos
anos hemos observado el auge de nuevas drogas de disefio, el alcohol sigue siendo la
droga mas consumida segun la ultima Encuesta Nacional de Salud publicada en 2015.
Ademas, el consumo de alcohol per cédpita en mayores de 15 afios se encuentra por
encima de la media mundial, correspondiendo a 11,2 litros de alcohol puro al afio. Este

consumo es mayor en varones (15,9 litros) que en mujeres (6,7 litros)’.

Asi por ello, desde el afio 1994 la Delegacion del Gobierno para el Plan
Nacional sobre Drogas del Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, realiza
encuestas para conocer la situacion del uso de alcohol y drogas tanto en la poblacion
general como en poblacion de ensefanzas secundarias. Estos estudios utilizan la misma
metodologia que otros realizados en paises europeos y americanos, permitiendo asi su

comparacion.

La EDADES, se lleva realizando desde el ano 1995 de forma bienal, sobre
poblacién general en hogares, con edades comprendidas entre los 15 y 64 afos. La
Glltima encuesta publicada ha sido la correspondiente a los afios 2013-20147. En ella
podemos observar como el alcohol sigue siendo la droga mas consumida por la
poblacion general. El 78,3% de la poblacion reconoce haber consumido alcohol en el
ultimo afio, frente al 40,7% el tabaco y 12,2% los hipnosedantes (segunda y tercera
droga, respectivamente) (ver figura 3). El 83,2% de los hombres consumieron alcohol
en los ultimos 12 meses frente al 73,4% de las mujeres. Destaca ademas que el 79,1%
de la poblacion con edades comprendidas entre los 15-34 afios habia consumido alcohol

en el ultimo afio, y de ellos, el 62,2% lo realizaron con edades comprendidas entre 15 y
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17 afos. Esta encuesta refleja ademas una edad de inicio media en el consumo de

bebidas alcoholicas a los 16 afios.

Proporcion consumidores drogas

Ultimos 12 meses
“S3 = Se incluyen en el cuestionario un total de 23 drogas.

= Las sustancias consumidas por un mayor porcentaje de

122 personas son el alcohol, el tabaco y los hipnosedantes.

9.2
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EDADES 2013/2014. USID. DGPN3D. MSSSI

Figura 3: Encuesta sobre Alcohol y Drogas en Espafia (EDADES) 2013-2014".

La ESTUDES tiene como objetivo el conocimiento de la situacion y tendencia
del consumo de drogas en los estudiantes de Ensefianza Secundaria de 14 a 18 afios.
Segun los datos obtenidos en la encuesta realizada en los anos 2014-2015, el alcohol es
la droga mas consumida por los adolescentes, seguido del tabaco y el cannabis aunque
es la primera vez que se produce un ligero descenso con respecto a encuestas previas. El
76,8% reconocieron haber consumido alcohol en el ultimo afio frente a un 31,4% que
admite el consumo de tabaco y el 25,5% de cannabis. Desde el afio 2012 se observa un
repunte en el consumo de alcohol en edades tempranas, estableciéndose como edad de
inicio a los 13,9 afios®. Este incremento en edades tempranas se produce a expensas de

intoxicaciones etilicas agudas’. De hecho, mas de la mitad de los jévenes menores de 16
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afios se ha emborrachado en el ultimo afio, de los cuales los el 26% tenian en ese

momento 14 afios®.

La mayoria del consumo de bebidas alcohdlicas en menores de 35 afios se
realiza en forma del fenémeno social llamado “botellon” y en muchas ocasiones va
asociado al consumo intensivo de alcohol o binge drinking. La prevalencia mas alta de
dicho fendmeno se observa en varones de entre 20-24 afios y mujeres de la misma edad.
En los menores de 17 afos el patrén de consumo de alcohol conocido como binge
drinking se asemeja al de las borracheras®. Otro dato relevante y diferente respecto al
resto de datos existentes, es que en los menores de 17 afios el porcentaje de chicas que
se emborrachan o realizan binge drinking es superior a los chicos®’. En edades
superiores, el abuso de bebidas alcoholicas sigue siendo superior en los varones (figura

4).
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Figura 4: Encuesta sobre Alcohol y Drogas en Espafia (EDADES) 2013-20147
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Por otro lado, en los ultimos afios el policonsumo de sustancias ilegales es un
patron cada vez mas extendido entre los estudiantes. El 35% de entre 14 y 18 afos,
reconoce consumir mas de una sustancia®. El 44,3% de la poblacion mayor de 15 afios
afirma haber consumido sélo una sustancia ilegal en el Ultimo afio, dos sustancias el
30,2%, tres sustancias el 9,3%, cuatro el 1,8% y cinco el 0,9%’. El denominador comiin
en los policonsumos es el alcohol en forma de binge drinking, que actia como
introductor en el consumo de otras sustancias ilegales. Asi, el alcohol se asocia sobre
todo a cannabis en el 23,2%, seguido de cocaina en el 5,9%, éxtasis u otras drogas de

sintesis en el 1,3% y por tltimo anfetaminas o speed en el 1,1%’.
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El fenomeno del “binge drinking” o “consumo intensivo de alcohol”

Patrones de consumo

A lo largo de la historia, y como ya se ha hecho referencia previamente, el
alcohol ha formado parte de nuestras vidas, pero su consumo ha ido cambiando segin
las circunstancias historicas de cada pais, region y cultura. Como resultado de todos
estos cambios, los patrones de consumo de bebidas alcohdlicas clasifican a los paises en
dos grandes grupos: wet cultures y dry cultures. En los paises calificados como wet
cultures, el consumo de alcohol estd integrado en la vida cotidiana, ya que se consume
regularmente en las comidas; las bebidas son de facil acceso y la proporcion de personas
abstemias es escasa. El vino es la bebida predominante, siendo esta cultura
caracteristica de los paises de la cuenca mediterranea. En las regiones con dry cultures
el alcohol no forma parte de la vida diaria. Se consume mas esporadicamente, por lo que
la proporcion de personas abstemias es mayor, pero al hacerlo es mas frecuente que
ocurra como intoxicacion. El acceso es mas restrictivo y las preferencias son las bebidas
destiladas y la cerveza. Este patron es tipico de paises escandinavos, anglosajones y

Canada'®.

En los ultimos estudios realizados, sobre todo en paises europeos, se ha
observado como esta dicotomia va desapareciendo, ya que los patrones de consumo se
van homogeneizando. Se generaliza el tipo de bebidas alcoholicas y el consumo de
alcohol se hace tanto regularmente como de forma excesiva en una misma ocasion.
Estos son los llamados paises en transicion, en donde se encuentra actualmente
Espafia'!. Fundamentalmente este cambio de consumo de bebidas alcohélicas destaca en
los jovenes espafioles, quienes han adoptado el patron de los paises del norte de Europa

llamado binge drinking en el que la principal motivacion para consumir bebidas
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alcohélicas es la busqueda de la embriaguez!?, adaptindola a las caracteristicas
medioambientales de nuestro pais y apareciendo asi en nuestro medio lo que se conoce

como el fendmeno del “botellon”.

El alcohol en nuestro pais siempre ha sido una alternativa de ocio. En los sesenta
los jovenes se reunian en “guateques”, en los setenta en las zonas de vinos y en los
ochenta aparece la “movida” y las “litronas”. Es en los noventa cuando los jovenes
comienzan a reunirse en lugares publicos para beber, charlar y relacionarse entre ellos,
origen del mencionado “botellon”. La primera referencia sobre este fendémeno aparece
en un reportaje del diario El Pais en 1995, en donde se cita como alternativa de ocio
nocturno de los jovenes en Caceres frente a los bares, mas ruidosos, con precios
elevados y ambiente cargado de humo. Los jovenes deciden salir a la calle para
consumir bebidas alcohdlicas compradas por ellos mismos sin ademas limites
horarios'®. Esta nueva practica se va extendiendo a distintas ciudades universitarias,
hasta que se generaliza sin encontrar diferencia entre regiones, &mbito rural o urbano y

clases sociales.

Concepto e importancia del botellon

La definicion de botellon quedd establecida por A. Baigorri y R. Fernandez en el
2003 como una reunion masiva de jovenes entre 16 y 24 anos fundamentalmente, en
espacios abiertos de libre acceso, para consumir bebida que han adquirido previamente

en comercios, escuchar musica y hablar!?.

El fenémeno del botellon se basa en la creencia central de que consumir alcohol
es igual a diversion. La edad de inicio es tan temprana como los 14 afos, después de
haber probado las bebidas alcoholicas!?. Los que participan, refieren hacerlo para

divertirse, asi lo reflejan el 34,9% de los encuestados, o para mejorar las relaciones con
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otros chicos o chicas (11,9%), para hacer cosas que no haria en otras circunstancias
(8,3%), para ligar (8,2%) o por un sentido gregario (“porque lo hacen mis amigos™)
(7,8%)". Cuando se les pregunta si conocen el riesgo que estdn asumiendo con esta
practica, los jovenes solo son conscientes de las consecuencias agradables a corto plazo,
a pesar de que muchos de ellos han experimentado efectos organicos desagradables.
Ademas, las encuestas reflejan que el consumo de alcohol de esta forma es bastante
inocuo y que lo que realmente produce problemas es su consumo a diario, entre

semana'?.

La practica del botellon plantea un problema social y de convivencia. En
aquellos lugares publicos donde se retinen los jovenes se generan residuos del consumo
de bebidas y alimentos, vandalismo, con dafios en el mobiliario urbano y sensacion de
inseguridad ciudadana teniendo que intervenir dispositivos policiales y otros, por lo que
las zonas en las que habitualmente se realiza el botellon tienden a ser abandonadas por
sus habitantes habituales'>. Desde el punto de vista médico, el trinomio noche-juventud-
alcohol provoca problemas individuales como deterioro del rendimiento laboral, dafos
cerebrales, accidentes de trafico, suicidios, ademas de dafios a terceros como violencia

interpersonal y agresiones sexuales!>!6,

El problema fundamental del botellon es que no sélo es un fendémeno social en el
que jovenes se reunen para divertirse y consumir bebidas alcohdlicas, si no que la forma
en que se consume ese alcohol es de forma abusiva y en periodos cortos de tiempo. En

la literatura anglosajona es lo que se conoce como “binge drinking”.

Concepto y relevancia del “binge drinking”

El término “binge” o atracon, fue utilizado por primera vez por Tomosovic en

1974, haciendo referencia a periodos de atracones de alcohol seguidos de periodos de
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abstinencia en pacientes alcoholicos'’. En la década de los setenta se introduce por
primera vez el término binge drinking en el proyecto llamado “Monitoring the future
study” en donde se describe el consumo de alcohol en grandes cantidades, pero en un
corto periodo de tiempo, por jovenes con edades comprendidas entre los 18 y 24 afios.
A partir de este momento, el concepto de binge drinking ha generado numerosos
términos y definiciones para un mismo concepto. En la literatura anglosajona podemos
encontrar indistintamente el término heavy episodic drinking, heavy sessional drinking,
risky single-occasion drinking o binge drinking'®’’, aunque éste Gltimo es el mads
utilizado. En Espafia, la primera Conferencia de Prevencion y Promocion de la Salud en

la Practica Clinica en el 2007, ha establecido como término de referencia el de consumo

intensivo de alcohol (CIA)".

Una definicion adecuada de binge drinking o CIA, debe integrar cantidad de

1719y consecuencias negativas

alcohol ingerida, frecuencia de dichos episodios
asociadas'®!°. En los afios 90 Wechsler y cols®., a través de su estudio realizado en
universitarios, establece que los varones a partir de 5 bebidas por ocasion y las mujeres
a partir de 4 bebidas, muestran de forma significativa problemas relacionados con el
alcohol. Ademas, al definir el término binge drinking, hacen hincapié¢ en la forma de
beber alcohol compulsivamente y de forma ocasional, queriéndolo diferenciar del
alcoholismo cronico!”?. Pero este umbral es cuestionado por otros autores, como White
y cols?!, quienes describieron que los estudiantes universitarios que mdas consecuencias
negativas habian experimentado al consumir alcohol, lo habian hecho por encima de
dichos valores de referencia, concretamente 10 o mas bebidas alcoholicas en varones y

8 en mujeres, al menos una vez en las dos ultimas semanas®'. Sin embargo estos valores

podian confundirse con la definicién segiin la DSM-IV de abuso y/o dependencia. Por
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este motivo se consensud tomar definitivamente como referencia el umbral establecido

por los trabajos de Wechsler!'*2°,

Otra consideracion a tener en cuenta en la conceptualizacion de binge drinking o
CIA, es la definicion de unidad de bebida estandar (UBE), ya que la cantidad de etanol
puro que contiene cada tipo de consumicion es diferente segun los paises. En Espana,
una UBE se ha estandarizado en 10 g de etanol puro y corresponde a un vaso de vino,
una cafia de cerveza, o medio vaso de bebidas destiladas como whisky o cofiac %% Sin
embargo paises como Reino Unido, Bélgica, Canada y EEUU entre otros, establecen
sus niveles en 8,8 g, 9,9 g, 13,6 gy 14 g, respectivamente'®. En este sentido, en el 2004
el National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism (NIAAA) aboga por determinar
la concentracion de alcohol en sangre (BAC, del inglés blood alcohol concentration)
como umbral para determinar este paton de consumo de alcohol. De esta forma se tiene
en cuenta la variabilidad interpersonal con respecto al peso corporal, el sexo, el tiempo
y la velocidad empleados para llegar a dicho nivel'®. La cifra que se estableci fue de
0,08g/dL. Esto corresponde para un adulto con el consumo de 5 o mas bebidas para

varones y 4 0 mas bebidas para mujeres consumidas aproximadamente en 2 horas!”-%,

La inclusiéon del intervalo de tiempo en el que se produce un nimero
determinado de estos episodios, es también necesaria para determinar la prevalencia
binge drinking. El planteado por Wechsler de 15 dias?, infraestimaba dicha prevalencia,

17.19.23 " El més aceptado es el de 6 meses o 30

segun el estudio realizado por Vik y cols
dias, postulados por Hartley y cols. y Okoro y cols. respectivamente, ya que asi se
detectan la mayoria de los problemas relacionados con este patron de consumo de
alcohol!”. Estas consecuencias fueron detectadas mediante el test AUDIT, respondido

por universitarios que habian sido incluidos en los diferentes estudios!’. Asi, para Baer

y cols?*. la definicion de binge drinking o CIA, debe incluir la aparicion de al menos
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tres consecuencias negativas derivadas del consumo de 5 o 6 bebidas alcohodlicas al

menos una vez al mes.

Debido a la variabilidad en la frecuencia de consumo entre sujetos, es necesario
concretar este punto fundamentalmente para diferenciar un patréon que se basa en algo
puntual y momentaneo del consumo crénico de alcohol. Por este motivo Wechsler?, en
un estudio, defini6 cuatro grupos de sujetos segin la frecuencia de consumo: (1)
Abstemios: aquellos que no han consumido alcohol en el ultimo afio; (2) No CIA: los
que consumieron alcohol en el Gltimo afo, pero no de forma intensiva en las dos tltimas
semanas; (3) CIA ocasional: aquellos que han consumido alcohol de forma intensiva
una o dos veces en las dos ultimas semanas; (4) CIA frecuente: los que han consumido
alcohol de forma intensiva tres o mas veces en las dos ultimas semanas. Un alto
porcentaje de los sujetos incluidos en el estudio, se clasificaron como CIA frecuentes,
los cuales podrian cumplir criterios segin DSM-IV de abuso y/o dependencia. De
hecho, estudios posteriores han relacionado este patrén de CIA frecuente durante la
adolescencia (mas de tres veces en las ultimas dos semanas), con un aumento en la

probabilidad de desarrollar problemas relacionados con el abuso cronico del alcohol'*%,

La combinacién de todas estas variables y de los diferentes criterios aplicados en
los multiples estudios sobre binge drinking o CIA, hacen compleja establecer una
definicion operativa y reconocida globalmente. Por ello la més aceptada en Espaina seria
aquel patrén en el que se consumen 6 o mas bebidas alcoholicas para varones (60 g de
etanol) o de 5 o mas para mujeres (50 g), en una Unica ocasion, en un periodo de dos
horas, al menos una vez en los tltimos 30 dias'®. La NIAAA propone como definicion
aquel patrén de consumo de alcohol que eleve la concentracion de alcohol en sangre a
0,08 g/dL, lo que corresponderia con 5 o mas bebidas para los varones y 4 o mas

bebidas para las mujeres, ingeridas en aproximadamente dos horas !”.
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La importancia en la actualidad del binge drinking o CIA radica en el aumento
de su prevalencia en la Ultima década a nivel mundial y el alto coste tanto econémico
como humano que conlleva derivado de sus consecuencias negativas. En el periodo
comprendido entre el 2008-2010, la prevalencia del binge drinking en Espafia era del
7,2% de la poblacion adulta, siendo ligeramente superior en varones (10%) que en

)*6. En la Encuesta Nacional de Salud esos valores se incrementan hasta

mujeres (4,2%
el 13,4% de la poblacion mayor de 15 afios que reconoce haber consumido alcohol de
forma intensiva en el ultimo afio.?? La frecuencia de los episodios es de 2,3 al mes en
varones y de 2 en mujeres. El nimero de episodios por persona y por ano es de 3 en
varones y de 2,7 en mujeres?. Este tipo de consumo es mas frecuente entre los jovenes,
alcanzando el 8% entre los 15-34 afios y descendiendo a la mitad entre los 35-64. Los
varones son los que mas episodios de CIA realizan con un 7,1% frente al 2,1% de las

mujeres’?. Por todo ello, la prevenciéon y la intervencién en nuestro pais sobre la

poblacion joven deberia de ser una prioridad para las autoridades.
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Consecuencias del abuso del alcohol

El consumo de excesivo de alcohol tiene repercusiones sociales y sanitarias
como consecuencia tanto del abuso o dependencia de esta sustancia, como de la
intoxicacion o embriaguez. En las Gltimas décadas, este consumo excesivo ha sufrido un
incremento sobre todo en paises desarrollados a expensas del aumento en el volumen
medio de alcohol ingerido y en la forma de beber, destacando las borracheras. Por todo
ello la OMS declaré en mayo del 2004 el consumo excesivo de alcohol como objetivo

prioritario para la accién de todos los paises miembros?’.

Patrones de consumo perjudicial de alcohol

El consumo nocivo del alcohol se define como el patron de consumo que esta
causando danos a la salud del bebedor, ya sean fisicos (como la cirrosis hepatica,
inmunodepresion..) y/o mentales (cuadros depresivos, disminuciéon en la
concentracion..) y dafios a las personas de su entorno y a la sociedad en su conjunto?®.
La OMS establece a través de los criterios de clasificacion internacional de
enfermedades (CIE-10)?°, tres patrones de consumo de alcohol con consecuencias

negativas:

- Consumo de riesgo de alcohol: es aquel en el que los varones ingieren al menos
28 UBE por semana o mas de 5 en una ocasion, y para las mujeres, 17 UBE a la
semana o mas de 4 en una ocasion.

- Consumo perjudicial: es aquel en el que se produce dafo psiquico, fisico,
familiar, social o legal.

- Dependencia alcohdlica: se define como un grupo de conductas cognitivas y

fendomenos fisioldgicos que se desarrollan después del uso repetido de alcohol y
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que normalmente incluyen un fuerte deseo de consumir alcohol, dificultades
para su control aumentando su tolerancia y persistiendo en su consumo a pesar
de las consecuencias perjudiciales, dando mayor prioridad al uso del alcohol que

otras actividades y obligaciones?®.

Morbi-mortalidad asociada al alcohol

Independientemente del patron de consumo, el alcohol puede causar de mas de
200 enfermedades y lesiones descritas en la International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems (ICD-10) de la OMS 2%, Entre ellas las

principales son:

- Enfermedad cardiovascular: la relacion entre el consumo de alcohol y los
efectos cardiovasculares es compleja. El consumo moderado de alcohol
(definido entre tres y nueve UBE por semana) se ha relacionado con una

disminucion en el riesgo de enfermedad coronaria®®?!

. Su consumo en exceso,
en cambio, produce una variedad de efectos adversos incluyendo insuficiencia
cardiaca, hipertension arterial y fibrilacion auricular.

- Ictus: en cantidades bajas, el alcohol posee un efecto protector con respecto al
ictus isquémico, pero con dosis elevadas de consumo de alcohol el riesgo de
ictus hemorragico se incrementa’.

- Diabetes mellitus: su desarrollo estd incrementado en la poblacion con consumo
elevado de alcohol*®>, mientras que en bebedores moderados el riesgo
disminuye**.

- Cancer: existe una gran evidencia acumulada que relaciona directamente el

consumo de alcohol con el desarrollo de multiples canceres como los de boca,

laringe, faringe y estomago®, hepatocelular®®, mama®’ entre los més destacados.
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- Sindrome alcohdlico-fetal: las consecuencias del consumo de alcohol durante el
embarazo incluyen retardo en el crecimiento intrauterino, alteraciones en el
sistema nervioso central y alteraciones faciales, ademds del sindrome de
abstinencia en el nacimiento’®.

- Sistema inmune: los patrones de consumo inadecuado de alcohol se han
relacionado con alteraciones en el sistema inmunoldgico e inmunosupresion,
como veremos con mas detalle mas adelante”.

- Manifestaciones neurologicas: demencia o enfermedad de Wernicke-Korsakoft,
entre las més frecuentes***!,

- Lesiones no intencionales: como resultado de la pérdida del control del
comportamiento produciéndose agresiones, robos, violaciones, accidentes de
tréfico, suicidios*? y en ocasiones homicidios*’.

El resultado actual de lo anteriormente expuesto, es que el alcohol es uno de los
principales factores de riesgo de morbilidad, discapacidad y mortalidad en todo el
mundo (figura 5), lo que genera un elevado coste socioeconémico. Globalmente, el
5,9% de las muertes en 2012 fueron atribuibles directamente al consumo de alcohol.”.
La mayor proporcion se situaba en la region europea (13,3% de muertes debidas al
alcohol), ya que en dicha zona el consumo de alcohol es el mas alto con respecto al
resto de los paises del mundo®. En Espafia, en el 2011, se produjeron 23403 muertes

directamente relacionadas con el alcohol**.

Una parte de la sociedad que en los tltimos afios se estd viendo muy afectada
por el consumo de alcohol, son los adolescentes. Aunque globalmente la mayoria estan
sanos, estudios demuestran que el alcohol es causa de enfermedades que generan
pérdidas humanas y costes socioecondmicos. Para ello se ha utilizado como indicador

de carga de enfermedad, los anos de vida ajustados por discapacidad (AVAD), que se
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definen como la suma de los afios de vida perdidos debido a la mortalidad prematura y
los afios perdidos por enfermedad/discapacidad®. En 2008 en Espaiia, la segunda causa
de carga de enfermedad en adolescentes y jovenes de entre 15 y 29 afios, fue el abuso

del alcohol, equivalente a 83738 AVAD “°,

El dafio causado por el consumo el CIA o binge drinking se ha relacionado
estrechamente en los adolescentes con accidentes de trafico*’, peleas, agresiones*® y
conductas sexuales de riesgo, ya que el consumo de alcohol influye en que no se
utilicen medidas de proteccion en las relaciones sexuales, produciéndose embarazos no
deseados y contagio de enfermedades de transmision sexual®. Asi, el hecho de
encontrarse en una situacion recreativa, como es para los jovenes el botellon, en donde
el consumo de alcohol es uno de los principales motivos de celebracion, potencia
también el consumo de diferentes drogas que aumentan dichas alteraciones
conductuales, sufriéndose en ocasiones abusos sexuales. Ademas de las alteraciones
conductuales, recientes estudios aportan datos del dano que produce dicho patrén de
consumo de alcohol sobre el cerebro de los adolescentes, el cual es mas vulnerable a los
efectos del alcohol que el de los adultos. En concreto, el cortex prefrontal y el
hipocampo, sufren anomalias en su desarrollo afectando a procesos como la memoria y

funciones visoespaciales que persisten a largo plazo™.

Coste socioeconomico del consumo de alcohol

El dafio producido por el consumo inadecuado del alcohol no sélo tiene
repercusiones a nivel de la salud sino que también provoca costes econdmicos y dafios
en la sociedad. De forma directa, el abuso del alcohol incrementa los costes del gasto
sanitario derivados de consultas, intervenciones, hospitalizaciones y prescripcion de

medicamentos. En Espafia, en el 2011, esto supuso aproximadamente el 1% del PIB,
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méas de 10000 millones de euros’!. Es llamativo que en los tltimos afios la atencion de
intoxicaciones etilicas agudas, en adolescentes de entre 15 y 16 afios en los servicios de
urgencias hospitalarias, se ha incrementado, siendo entre el 0,5-1,1% del conjunto de
todas las urgencias atendidas y el 25-49% del total de las intoxicaciones por cualquier

sustancia’!.

De forma indirecta, el aumento de coste para la sociedad se produce ademas por
la baja productividad en el trabajo, el absentismo laboral y el desempleo, lo que

conlleva a unas menores ganancias y a una pérdida prematura de afios de vida laboral®.

Al global deaths (%) All gobal DALYs= (%)

M Not attributable to alcohol
W Alcohol attributable

Alcohol use disorders
Fetal alcohol syndrome
Liver cirrhosis

Oral cavity and pharyn cancers

E3)

Pancreatitis

Laryngeal cancer
Oesophageal cancer
Interpersonal violence
Self-harm

Poisoning

Other unintentional injuries®
Falls

Traffic injuries

Drownings

Tuberculosis

Liver cancer

Epilepsy

Haemarrhagic stroke

Fire

Colorectal cancer
Hypertensive heart disease
Conduction disorders®

Breast cancer

Ischaemic heart disease

Lower respiratory infections 4 _ 2 _
Pancreatic cancer 4 — 4 —
Ischaemic stroke 4 _ 4 _

HIVAIDS | — | ———

Pretermbirth 0 EE— | m——
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Figura 5: Fraccién poblacional atribuible al alcohol (FAP) como causa de muerte,
enfermedad y lesion, en 2012. Fuente: Global status report and alcohol and health 20145,
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El alcohol v la respuesta inmune

El mecanismo fisiopatologico del consumo del alcohol en la salud humana ha
sido ampliamente estudiado desde hace tiempo y no ha conseguido ser completamente
esclarecido dada su complejidad. Este efecto depende de diferentes factores, como el
patrén de consumo (cronico o agudo/binge), la cantidad consumida (moderada o
excesiva), el sistema u organo afectado, y de factores individuales como el sexo o la
edad del consumidor’?. De esta forma, encontramos un amplio espectro de efectos del
consumo de alcohol en cada 6rgano o sistema, de los que, por su interés para el presente

trabajo, analizaremos fundamentalmente la accion sobre el sistema inmune.

Alteraciones inducidas por el alcohol en la respuesta inmune

El sistema inmune se encarga de la defensa del organismo frente a diferentes
patogenos y estd compuesto por mecanismos no especificos, que constituyen el sistema
inmune innato, y especificos, que forman por el sistema inmune adquirido o
adaptativo>. El sistema inmune innato es la primera barrera defensiva. Su finalidad es
reconocer el microorganismo patogeno e intentar frenar y eliminarlo mediante
fenomenos de fagocitosis y produccion de citocinas inflamatorias, ademas de activar el
sistema inmune adquirido®® para que éste produzca anticuerpos especificos frente al

patdgeno.

Alcohol e inmunosupresion

Existe suficiente evidencia cientifica que asocia un aumento en la aparicion de
infecciones con el alcoholismo crénico, justificado por las alteraciones producidas por
esta sustancia sobre el sistema inmune, ademas del estado de malnutricion de estos
pacientes™. Un ejemplo serfan las infecciones respiratorias, ya que en el pulmén, los

macrofagos alveolares presentan un estado inflamatorio que favorece paraddjicamente
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las infecciones por diferentes patdogenos intracelulares y ademds, de mayor

gravedad®>3,

Ademas del efecto del consumo cronico de alcohol sobre el sistema inmune, esta
disminucion en la capacidad defensiva del organismo se observa también en aquellos
pacientes que han sufrido lesiones traumaticas graves y/o grandes quemados que
ademads asociaban estados de intoxicacion etilica, y que presentan mayor numero de
infecciones tanto pulmonares®’ como sistémicas, frente a politraumatizados o quemados
sin intoxicacion etilica®. Todo ello hace pensar que no s6lo el consumo crénico de
alcohol puede dafiar el sistema inmune, sino que también un consumo agudo e intensivo

53,59

puede producir inmunosupresion aumentandose en ambas situaciones el riesgo de

infeccion’®.

Alcohol y respuesta inmune innata

El alcohol presenta un importante efecto modulador sobre el sistema inmune, lo
que no so6lo determina inmunosupresion sino también es capaz de provocar dafios en
diferentes oOrganos y tejidos. En el alcoholismo cronico, como se ha demostrado

ampliamente, se produce un estado pro-inflamatorio®*>46

, uno de cuyos paradigmas es
la hepatopatia alcoholica. Esta activacion del sistema inmune en el alcoholismo cronico
se debe a que la ingesta de alcohol es capaz de aumentar la permeabilidad de la barrera
gastrointestinal, lo que permite el paso del lipopolisacarido (LPS) bacteriano al torrente
sanguineo®'. El etanol y el LPS provocan alteraciones en diversos tipos celulares como
las células dendriticas, los neutréfilos, los macréfagos/monocitos, y las células natural
killer. Por un lado, se produce una activacion de las células del sistema

monocito/macréfago a través de la activacion de receptores de tipo foll/ (TLR), lo que es

capaz de incrementar la secrecion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNF-a e
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IL-8) a través del factor nuclear-kB (NF-kB). Esta activacion pro-inflamatoria mediada
por TLR esta intimamente ligada al dafio tisular como desarrollaremos posteriormente.
Entre otras alteraciones, la influencia del alcohol en las células dendriticas determina un
incremento en la secrecion de IL-10% y una disminucion de la IL-12%, lo que

repercutird en la el funcionamiento del sistema inmune adaptativo.

Aunque se han estudiado fundamentalmente las alteraciones en el sistema
inmune tras el consumo crénico y excesivo de etanol, en el consumo agudo de etanol
también hay un incremento de LPS bacteriano en sangre® y, por tanto, una posible
respuesta pro-inflamatoria. Sin embargo, ademas de los datos que apuntan en esta
direccion, también hay estudios que han llegado a una conclusion contraria y que han
mostrado una disminucion en la respuesta inflamatoria tras el consumo agudo de esta
sustancia®. Asi, en presencia de elevadas concentraciones de alcohol en sangre, se ha
detectado una capacidad fagocitica reducida de los macrofagos y neutréfilos®, y una
menor activacion de los mismos, cuyo resultado son niveles de citocinas pro-

inflamatorias disminuidas>*-3.

Por tanto, en el consumo agudo de alcohol existe
controversia respecto a si se produce una activacion o una disminucion en la respuesta

pro-inflamatoria®,

Respuesta inmune adaptativa y consumo de alcohol

Las alteraciones provocadas por el alcohol en la respuesta inmune adaptativa han
sido también estudiadas fundamentalmente tras el consumo cronico de esta sustancia.
Asi, el alcohol afecta a multiples tipos celulares, como los linfocitos T reguladores o
linfocitos B, cuyo comportamiento en el alcoholismo ha sido descrito previamente®®®’,

Aunque escapa de los objetivos de este trabajo, podemos mencionar por ejemplo, que

los niveles elevados de IL-10 anteriormente mencionados por alteracion de la respuesta
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inmune inmediata, pueden modificar la diferenciacién Thl y Th2*. Por otro lado, los
niveles de inmunoglobulinas también estan incrementados, particularmente IgG e IgA

B53,67

lo que indica una disfuncion de los linfocitos que ha sido corroborada por otros

trabajos®’.

Todos estos datos revelan la importancia del alcohol como un potente
inmunomodulador>®, que afecta tanto al sistema innato como adaptativo y cuyos efectos

pueden variar segun las diferentes formas de consumo™*.

Papel fisiopatolégico de las vias de sefializacion a través de receptores de tipo zoll

(TLR) en el daiio inducido por el consumo de alcohol

Considerando la importancia del efecto del alcohol sobre la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa, recientes estudios han demostrado su relacion con
receptores encargados del reconocimiento de patogenos como los TLR para la

produccion de una respuesta inflamatoria®>%,

Los receptores de tipo toll

Como hemos mencionado, en la respuesta inmune asociada al consumo de
alcohol desempefian un papel fundamental receptores de la familia de los TLR como los
TLR4%%, Estos receptores forman parte de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR) existentes en la membrana y citosol de las células presentadoras de
antigeno (células dendriticas y monocitos/macréfagos) asi como otras células como las
epiteliales®. Entre PRR se incluyen los ya mencionados TLR, los receptores de lectina
de tipo C (CLR) o los receptores tipo NOD (NLR). Todas estas moléculas son capaces
de reconocer estructuras constantes de la superficie de microorganismos patdégenos,
)70

conocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP)™. La activacion
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de los PRR por los PAMP pone en marcha distintos procesos propios del sistema
inmune innato como la fagocitosis, la opsonizacion, produccion de mediadores de la
inflamacion y ademds se establece una conexioén entre la inmunidad innata y la

adquirida.

Los PAMP son caracteristicos de cada microorganismo, invariables y esenciales
para su supervivencia y patogenicidad, pero no se encuentran en el huésped, lo que
permite que el sistema inmune diferencie los antigenos propios de los extrafios. Entre
los principales PAMP cabe destacar el LPS, el 4cido teicoico, la manosa o el RNA
bicatenario y virico’’. Dentro de los diferentes tipos de PRR, como los receptores de
lectina de tipo C (CLR) o los receptores tipo NOD (NLR), los TLR son probablemente
los PPR de mayor relevancia para el conocimiento del sistema inmune innato y, en

1°. Deben su nombre, del inglés toll-like

particular, de la respuesta al consumo de alcoho
receptor, a que estructuralmente son similares a la proteina toll, receptor transmembrana

perteneciente a la Drosophila melanogaster’.

Se han descubierto hasta el momento actual 13 TLR en mamiferos, de los cuales
10 estan claramente descritos en humanos. Se localizan en la membrana plasmatica y/o
en la membrana endolisosomal de distintas células, activandose por diferentes agentes
infecciosos® (tabla 1). E1 TLR4 fue el primero que se identifico en mamiferos y es el
que mejor se conoce. Reconoce al LPS, componente de la superficie externa de las

bacterias Gram-negativas’2.
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Tabla 1. Caracteristicas de los principales TLR en humanos

Tipo de

Localizacion Principales ligandos

receptor

TLR1 Membrana plasmatica Lipoproteinas bacterianas

TLR2 Membrana plasmética Lipoproteinas y peptidoglicanos

bacterianos
TLR3 Membrana endolisosomal RNA viral
TLR4 Membrana plasr'nética y Lipopolisacéridos
membrana endolisosomal

TLRS Membrana plasmatica Flagelina

TLR6 Membrana plasmatica Lipoproteinas bacterianas

TLR7 Membrana endolisosomal RNA viral

TLRS Membrana endolisosomal RNA viral

TLRY Membrana endolisosomal DNA bacteriano
TLR10 Membrana plasmatica Desconocido

Los TLR son receptores formados por un dominio N-amino terminal
extracelular, que es el que reconoce el agente infeccioso, una sola  region
transmembrana y un dominio intracelular, llamado TIR (toll-interleukin-1-receptor),
encargado de la activacion en cascada de la sefial inflamatoria®. Cada TLR tiene su
propio dominio extracelular especifico para cada patdégeno, mientras el dominio TIR es
similar en todos. Los TLR utilizan posteriormente para las vias de sefializacion
diferentes moléculas adaptadoras’®. Entre ellas, MyD88 y TRIF intervienen
principalmente en la produccion de citocinas inflamatorias®®’*, describiéndose asi una
via de senalizacion dependiente de MyDS88, utilizada por todos los TLR salvo TLR3, y

dependiente de TRIF, utilizada por TLR3 y TLR4%-72,

Sernializacion TLR dependiente de MyD&8S.: tras la union del patdégeno con el

dominio extracelular del receptor, el dominio TIR del receptor se une a MyD88",
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siendo potenciada esta unién en los TLR2, 4 y 9 por la proteina MAL®. La parte distal
de MyD88 contiene un dominio llamado “dominio de muerte” (death domain)’ que se
fija a la familia de proteinas quinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK)%7%
concretamente IRAK2 e IRAK4. Esta cascada de sefializacion llega hasta la formacion
del dimero IKK, el cual fosforila y degrada la proteina de inhibicion IkB®’. Esto
determina la entrada del NF-«B al nucleo, produciéndose la transcripcion de genes

productores de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1 o IL-6%%707275

Sernializacion TLR dependiente de TRIF: aunque esta molécula adaptadora es
utilizada tanto por el TLR3 como el TLR4, las vias de sefializacion presentan pequefias
diferencias. El dominio TIR del TLR3 tras unirse al TRIF, provoca indistintamente la
activacion de la proteina TRAF6 o TRAF3. A través del TRAF3, se produce una
cascada de fendémenos que se traducen en la produccién nuclear de citocinas tipo
interferon®. El TLR4, ademas del TRIF, también requiere para la activacion de esta via
otra molécula adaptadora, la TRAM. Su unién provoca la translocacion del receptor al
compartimento endosomal®, que a su vez se une al TRAF6 y activa la cascada de

sefializacion hasta producirse citocinas inflamatorias dependientes del factor NF-kB

69,70,73

Aunque cada receptor reconoce un tipo de ligando especifico, un mismo
patogeno es capaz de expresar en su superficie diferentes ligandos que estimulen
simultdneamente varios TLR y active el sistema inmune para permitir su eliminacion.
Asi por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis es reconocido por TLR2, TLR4 y TLRY y

gérmenes como Salmonella typhimurium por TLR2 y TLR9®.

Todos estos datos avalan la importancia del conocimiento de la activacion y
sefalizacion de los TLR, que permite aclarar aspectos hasta ahora poco conocidos en el

funcionamiento del sistema inmune innato y su conexion con la inmunidad adaptativa.
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El alcohol y la serializacion mediada por TLR

Los estudios hasta ahora realizados para describir el efecto modulador del
alcohol sobre el sistema inmune han mostrado, como uno de los hallazgos mas
relevantes, el papel clave de los TLR*®, y de entre los 10 descritos en humanos,
especialmente el TLR47%77. La enfermedad hepatica alcohdlica sirve como paradigma
de este efecto pro-inflamatorio desarrollado por la exposicion crénica al alcohol y su
relacion con los TLR. Estudios tanto en lineas celulares’® como en modelos animales’
y en humanos®’, demuestran el papel fundamental del TLR4 en el desarrollo de esta
enfermedad. En primer lugar, el alcohol es capaz de incrementar los niveles de LPS en

sangre®®8!

, que a su vez es capaz de activar el receptor TLR4 de las células de Kupffer,
macréfago residente hepatico. Ello determina la produccion por estas células de Kupffer
de citocinas pro-inflamatorias por la via del NF-kB >* (como TNF-a, IL-1B, 11-6 e IL-
8)% causantes del dafio en el higado y del circulo vicioso de inflamacion y muerte
celular que caracteriza la hepatopatia alcohdlica. Otros autores han descrito a través de
estudios realizados en pacientes, que la alteracion de la permeabilidad de la barrera
intestinal no s6lo incrementa en sangre el LPS, sino también otras sustancias, como
ADN bacteriano®?, detectado por el TLR9 y que por tanto podria intervenir también en
la produccion de citocinas pro-inflamatorias®*®**. Ademas del TLR4 y del TLRY, se
observo en modelos animales con enfermedad alcohdlica hepatica, un incremento en la

expresion del TLR1, 2, 4, 6 y 7% en tejido hepatico y, como consecuencia, un aumento

en la produccion del TNF-a.

Los TLR también juegan un papel importante en el desarrollo de la
neuroinflamacién y neurodegeneracion como consecuencia del alcoholismo cronico®.
El papel esencial que desempeiia aqui el TLR4 fue demostrado inicialmente en un

estudio en el que ratones knockout para el receptor TLR4 comparados con ratones
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normales, que tras ingesta cronica de alcohol, no presentaban niveles elevados de
citocinas pro-inflamatorias y como consecuencia, tampoco dafio cerebral’’. Similares
trabajos reflejan, también en modelos animales, la activacion de células gliales a través
principalmente de los TLR4, aunque también a través del TLR2%¢ y TLR3%:%,
provocando incrementos en los niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-a. En alguno de estos
estudios, se ha podido observar pequefias diferencias relacionadas con el sexo, siendo
los ratones hembras mas sensibles a la capacidad neurotoxica del alcohol mediada por el

TLR4%,

La implicaciéon de la via de los TLR también ha sido descrita en el consumo
intensivo de alcohol. Estudios recientes han demostrado como a nivel hepatico también
se produce daflo mediado fundamentalmente a través del TLR47°. En relacion con la
neuroinflamacion inducida por el binge drinking®, la activaciéon inflamatoria parece
estar determinada por el estimulo del TLR2%¢°!, TLR3% y TLR4%“%en la corteza
prefrontal, produciendo neuroinflamacién y desmielinizaciéon durante la adolescencia,
periodo fundamental en la maduracidon cerebral. El resultado es una reduccion en la
neurogénesis y extension axonal, lo que provoca alteraciones en el aprendizaje del

adulto, asi como en funciones cognitivas y emotivas’*"2.

El efecto negativo del consumo agudo de alcohol sobre el higado, asi como la
neuroinflamaciéon inducida tras el binge drinking, es concordante con la elevacion
descrita de los niveles séricos de LPS por aumento de la permeabilidad intestinal, en un
modelo experimental de consumo agudo de alcohol en humanos®*’®. Sin embargo,
aunque esto nos haria pensar en la existencia de un efecto pro-inflamatorio al estimular
el LPS el TLR4, otros estudios in vitro han demostrado que los niveles de citocinas pro-
inflamatorias estan disminuidos tras la exposicion aguda a etanol o el consumo agudo

63,75

de esta sustancia® ", debido precisamente a la alteracion en la sefial mediada por
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TLR47%73% pero también por TLR3% y TLR8%*. Son varios los mecanismos por los
que se ha descrito que se produce dicha alteracion, como la inhibicion de la
fosforilacion de IKKa e IKKf, pertenecientes a la cascada inflamatoria del TLR4 y de
los receptores con respuesta MyD88 dependientes, en un modelo in vitro de exposicion
de monocitos a etanol’>’®, Otra de las hipétesis que se ha estudiado, es la actuacion del
etanol sobre las lipid rafts, estructuras de la membrana plasmatica ricas en colesterol de
los macrofagos, en donde se encuentran ubicados diferentes TLR (TLR2, TLR3, TLR4,
TLR7 y TLR9) y que sirven a su vez de plataforma para su activacion’>. La exposicion
aguda a alcohol en un modelo de varias lineas celulares in vitro, interfirio en el
reclutamiento de los TLR a las lipid rafis, sobre todo del TLR47%%, y alter6 su
estructura y su adhesion a la molécula facilitadora CD4%, dificultando asi la activacion
del receptor’>®. Todo ello provoco una disminucion de la produccién por monocitos y

macrofagos, de las citocinas NF-kB dependientes®*3-80,

Los modelos experimentales de consumo de alcohol en humanos también
presentan resultados contradictorios. Como hemos mencionado, se ha comprobado el
incremento de LPS tras la ingesta aguda de alcohol, asi como de la proteina ligadora de
LPS (LBP) y de la forma soluble del receptor CD14 (sCD14), ambos considerados
reactantes de fase aguda tras el incremento de LPS®*°7. En otro estudio reciente,
también en voluntarios sanos que consumieron dosis elevadas de alcohol hasta alcanzar
los niveles definidos para el binge drinking, a los 20 minutos de la ingesta de alcohol se
observo un estado pro-inflamatorio caracterizado por un incremento en sangre periférica
de leucocitos, monocitos y células natural killer asi como de citocinas pro-
inflamatorias®®. Sin embargo, a las 2-5 horas post-ingestion los resultados sugirieron
una respuesta inmnosupresora, con reduccion en el reclutamiento de monocitos y

leucocitos circulantes, descenso de citocinas pro-inflamatorias y niveles elevados de
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IL-10%. Estos datos sugieren un efecto bifasico del binge drinking sobre el sistema
inmune: tempranamente un estado pro-inflamatorio seguido de una respuesta anti-

inflamatoria que se prolonga en el tiempo.

Por tanto, aunque estd comprobada la participacion de los receptores TLR en la
fisiopatologia de las alteraciones en respuesta inmune tras el consumo agudo de alcohol
o binge drinking, los mecanismos concretos asi como el efecto final, no estan del todo
aclarados. La disparidad entre los resultados descritos y la controversia existente, puede
explicarse por los diferentes modelos empleados para el estudio de las alteraciones
inducidas por el consumo agudo de alcohol. No sélo existen potenciales diferencias

entre modelos animales y modelos in vitro o in vivo®®

, Sino que son escasas las
investigaciones realizadas directamente en personas con consumo intensivo de
alcohol’>*+?7. Ademas, estos estudios en humanos se han realizado en un contexto de
ingesta de alcohol controlada, dado que por motivos éticos, no es posible inducir un
estado de intoxicacion etilica grave. El analisis de pacientes con intoxicacion alcohdlica

aguda resultaria por tanto, de gran relevancia para aportar nuevas evidencias en este

campo y asegurar una mayor orientacion y aplicacion clinica de los resultados.
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Objetivos

A partir de los datos expuestos anteriormente en los que se aprecia que el
consumo agudo de alcohol influye sobre la respuesta inmune, nos planteamos como
hipotesis que aquellos pacientes con intoxicacion etilica aguda tras un CIA o binge
drinking presentan una activacion de la respuesta inmune innata en sangre periférica
frente a los sujetos sanos. Como consecuencia, estos pacientes presentaran un

incremento de los niveles plasmaticos del ARNm de TLR y citocinas pro-inflamatorias,
Por todo ello nuestro objetivo general sera:

- Determinar la activacion de la respuesta inmune innata en sangre
periférica de pacientes con CIA o binge drinking en comparacion con

sujetos sanos.
Y, como objetivos especificos:

- Determinar la expresion de ARNm en sangre periférica de TLR1, TLR2,
TLR4, y citocinas pro-inflamatorias (TNF-alfa, IL-18 e IL-8) en
pacientes con CIA o binge drinking en comparacioén con sujetos sanos.

- Detectar en plasma los niveles de citocinas pro-inflamatorias y
quimiocinas.

- Analizar diferencias de dichos parametros en funcion del género.
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Material y métodos

Diseiio del estudio

El presente estudio se ha realizado con un disefio de casos y controles en el que

se han comparado dos grupos diferentes de sujetos:

- Casos: sujetos con intoxicacion etilica aguda secundaria a un episodio de
CIA o binge drinking que fueron atendidos en el Servicio de Urgencias
del Complejo Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA).

- Controles: voluntarios sanos con distribucion de edad y sexo similares a

los casos.

Muestra objeto de estudio

Casos

El grupo de casos se formo con un total de 25 individuos, de los cuales 13 fueron
varones y 12 mujeres. La edad media fue 20,10 anos (desviacion estandar: 4,27).

Los criterios de inclusion establecidos fueron:

- Edad comprendida entre los 14 y 35 afios.
- Clinica de intoxicacion alcoholica aguda con alcoholemia superior a 0,8

g/L.
Los criterios de exclusion establecidos fueron:

- Ausencia de consumo de otras drogas de abuso (p. ej. cannabis,
cocaina...), determinado mediante sospecha clinica y/o analisis
toxicoldgico de orina.

- Sospecha de consumo cronico o dependencia del alcohol.
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- Enfermedad aguda intercurrente que pueda alterar la respuesta
inflamatoria, como infecciones o accidentes de trafico.

- Antecedentes de enfermedades cronicas (procesos autoinmunes, procesos
tumorales) o toma de medicacién que pudiera afectar los resultados del
estudio (medicamentos inmunomoduladores, antiinflamatorios, etc.)

- Alteraciones en la analitica no explicadas (p. €j., anemia o elevacion de

transaminasas en el suero).

Controles

El grupo de control se compuso de 23 voluntarios, de los cuales 7 fueron varones
y 16 mujeres, cuya edad media fue de 23,37 anos (desviacion estandar: 2,92). La
mayoria de ellos fueron seleccionados entre los estudiantes de Medicina y Enfermeria

de la Universidad de Salamanca.

Los criterios de inclusion que se establecieron fueron:

- Edad comprendida entre los 18 y 35 afios con consumo de alcohol igual o
menor a 10 gramos al dia de forma habitual.

- Que no hubieran ingerido alcohol en las 72 horas previas y que no hayan
tenido episodios de CIA o binge drinking en los 3 ultimos meses, o que

los realicen habitualmente.

Asimismo, se fijaron los criterios de exclusion ya definidos previamente para los

Casos.

En todos los sujetos de la muestra, se recogid informacion en base a un
cuestionario estandarizado (tabla 2) sobre la cantidad de alcohol que habia ingerido en

el momento de la inclusion en el estudio, si realizaba habitualmente este tipo de
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consumo y si asi era, con qué frecuencia, y si asociaba habitualmente el uso de otro tipo

de drogas de abuso.

Tabla 2: Preguntas realizadas tanto a casos como a controles
CUESTIONARIO
(Has bebido alcohol en los tres ultimos dias? ;Qué cantidad?
(Qué cantidad de alcohol bebes habitualmente?
El alcohol que bebes, ;lo haces diariamente o esporadicamente los fines de semana
(botellon)?
(Cuantas borracheras te coges al mes?

(Consumes otro tipo de drogas? ;Cuales? ;Con qué frecuencia?

Para los casos, la extraccion de sangre se realizo durante su atencién en el
Servicio de Urgencias siguiendo el protocolo habitual en la atencidon de un paciente con
bajo nivel de conciencia secundario a intoxicacion. Una vez que dicho paciente
recuperaba el nivel de conciencia, se comprobaba que reunia los criterios establecidos
para su inclusion en el estudio y que era capaz de entender y aceptar su participacion, se
le solicitaba el consentimiento informado por escrito para poder incluirlo en el estudio y
utilizar parte de la muestra sanguinea que se le habia extraido con fines de
investigacion. En caso de que fuera menor, debia ser autorizado por el padre/madre o
tutor legal. En el caso de los controles, la informacion y el consentimiento se obtuvieron

antes de la extraccion de las muestras sanguineas.

En ambos grupos, las muestras fueron obtenidas siguiendo las regulaciones
legales para estudios clinicos en Espafa y las del Comité Etico de Investigacion Clinica
del Area de Salud de Salamanca, del que se obtuvo la aprobacion para el protocolo del

estudio el 20 de noviembre de 2012.
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Extraccion v procesamiento de muestras

46

Mediante venopuncion de sangre periférica, se extrajeron tres tubos:

Tubo con anticoagulante EDTA que se utilizd para la determinacién del
hemograma y formula leucocitaria segin los pardmetros propios del Servicio de
analisis clinicos del CAUSA.

Tubo con heparina, que se centrifugd para obtener plasma y posterior
determinacion en el Servicio de Bioquimica del CAUSA de los valores séricos
de glucosa, creatinina, ionograma, perfil hepatico y etanol. El remanente se
almaceno a -80 °C para posteriores analisis.

Tubo PAXgene™ Blood RNA, que permite la estabilizacion del RNA de sangre
total, extraido en el mismo momento que el resto de los tubos y almacenado a -

80°C para su posterior procesamiento.
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Cuantificacion de la expresion génica mediante reaccion en cadena de

la polimerasa cuantitativa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR: polymerase chain reaction) a
tiempo real o PCR cuantitativa, es una variacién de la PCR estdndar que se usa para la
cuantificacion en una muestra determinada de la cantidad de ADN o ARNm
perteneciente a un gen especifico. Permite detectar y evaluar la amplificacion de dicho
gen en cada uno de sus ciclos, para lo cual, se precisa un termociclador y un fluorimetro
que detecta la fluorescencia emitida por sondas unidas al ADN replicado o amplicon.

Este proceso se divide en 4 fases (figura 6):

- Fase inicial: la fluorescencia de los primeros ciclos es minima y no
supera la fluorescencia de fondo del medio circulante, permitiendo asi
calcular la linea base.

- Fase exponencial temprana: es el momento en el que la fluorescencia
producida por el producto de PCR supera el umbral definido. A este
punto se le denomina ciclo umbral o Ct (cycle threshold) e indica la
cantidad de copias de ADN de la muestra que hay en la reaccion. Cuanto
mas bajo es el valor de Ct, mayor es el numero de copias de ADN de la
muestra.

- Fase lineal: en esta fase la cantidad de producto de PCR se duplica en
cada ciclo.

- Fase meseta o estacionaria: es el momento en que los reactivos y el
equipo han alcanzado el limite de deteccion, por lo que la reaccion

termina.
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8,5 Fase meseta

Fase lineal

Linea de base

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Figura 6. Modelo de curva de amplificacion de PCR a tiempo real.

RT-PCR a partir de ARNm

El proceso de reverse transcription-PCR o RT-PCR a tiempo real es el método
estandar para detectar los cambios relativos en la expresion génica del ARNm o ARN
de pequeno tamafnio (por ejemplo, micro-ARN) de un gen determinado presente en
diferentes tejidos. En dicho proceso se sintetiza en primer lugar ADN complementario
(ADNCc) a partir del ARN de interés que se desea cuantificar. Posteriormente se realiza
una PCR cuantitativa a tiempo real que amplifica dicho ADNc (figura 7). En este
método la cantidad de ADNc se cuantifica de manera relativa, ya que se compara el
numero de copias del ADNc presentes frente a la expresion de un gen de referencia.
Este gen de referencia se elige precisamente por tener una expresion uniforme en
diferentes condiciones experimentales (gen control enddégeno) y puede variar en funcion

de estas, como se explicara posteriormente.
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Figura 7: Esquema simple de RT-PCR; fuente: www.elsevier.es

Para la realizacion de dicha técnica, en nuestro proyecto el termociclador
utilizado ha sido el equipo de PCR a tiempo real Step-One-Plus de Applied Biosystems.
Hemos empleado la deteccion de la fluorescencia emitida por el fluorocromo SYBR
Green I, que se une al ADN de doble cadena, la cual es 1000 veces mayor que si esta
libre en solucion. Durante el proceso de la PCR, la DNA polimerasa amplifica el gen
diana, y el fluorocromo se une a cada nueva copia o amplicon. De esta forma, la
fluorescencia emitida en la muestra, ird aumentando proporcionalmente a la cantidad de

amplicon resultante del proceso de la PCR® (Figura 8).
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Paso 1: Configuracion de la reaccion
El fluorocromo SYBR Green I emite
una fluorescencia cuando se une a
ADN de doble cadena.

Paso 2: Desnaturalizacion

Cuando el ADN se desnaturaliza, se
libera el fluorocromo SYBR Green Iy
la fluorescencia disminuye
considerablemente.

Paso 3: Polimerizacion

Durante la extension, los cebadores
se hibridan y se genera el producto
de PCR.

Paso 4: Polimerizacion completada

El fluorocromo SYBR Green I se une al
producto de doble cadena, lo que
produce un aumento neto de la
fluorescencia que detecta el instrumento.

Figura 8: Funcionamiento de los reactivos SYBR Green. Modificado de la guia de

reactivos de Applied Biosystems®

Durante los ciclos de amplificacién, pueden producirse fendémenos que
falsifiquen el recuento final de la muestra. Los méas comunes son los denominados
dimeros de primer que se definen como un subproducto de la polimerizacion en cadena
resultante de la hibridacion de los extremos 3' de dos cebadores. Como consecuencia, la
DNA-polimerasa se une y extiende los cebadores segin la secuencia complementaria

obteniéndose una doble hebra de menor tamafio que los genes habitualmente estudiados,

pero a los cuales también se les unira el fluorocromo SYBER Green 1.

La RT-PCR a tiempo real permite detectar estos dimeros de primer, porque al
final del proceso se obtiene las llamadas curvas de fusion o melt curve. Estas curvas

representan el cambio de la fluorescencia emitida cuando la doble cadena del ADN pasa
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a ser sOlo una, al aumentar la temperatura de la reaccion. En este momento, la
fluorescencia desciende ya que también se libera el fluorocromo que estaba unido a la
doble cadena. Este repentino cambio de fluorescencia se detecta cuando se alcanza la
temperatura de fusion, Tm (del inglés melt temperature) y que se define como la
temperatura a la que la mitad de una molécula concreta de ADN de doble cadena se
desnaturaliza en dos cadenas simples. La temperatura de fusion de una cadena de ADN
depende de su longitud y de su composicion. Los amplicones son cadenas largas por lo
que en general necesitan temperaturas de fusion mas altas que aquellas cadenas cuya
longitud sea menor. De esta forma, si en la curva de fusion se observa una alteracion en

su morfologia, esto indica que existe replicacion de otro material genético diferente al

que estamos buscando, como son los dimeros de primer'® (figura 9).
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Figura 9: Imagen de curva de fusién o melt curve y dimeros de primer.
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Seleccion de los genes de referencia

El gen de referencia ideal para la PCR o también denominado gen control, es el
que se expresa de forma estable en todas la muestras analizadas, independientemente
tanto de las condiciones experimentales de dichas muestras, como de la presencia o
ausencia de enfermedad, del uso de farmacos o de las condiciones de cultivo, etc.
Ademas, presenta unos niveles de expresion que son comparables a los del gen
estudiado. Los genes que se han usado tradicionalmente como controles endégenos son,
entre otros, los que codifican para las siguientes proteinas: ARN ribosomal 18s,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), actina, hipoxantina fosforribosil
transferasa o beta-2-microglobulina. Sin embargo, aunque habitualmente estos genes se
consideran como de referencia, su expresion puede variar con el tipo de tejido del que se
ha extraido, del estado fisiologico del paciente o del control, y de las condiciones del
disefio del estudio'®'. Por ese motivo, se han desarrollado diferentes algoritmos
matematicos que permiten analizar la idoneidad de los genes de referencia para cada
experimento. Los mas utilizados son el software GeNorm, NormFinder y BestKeeper!%2.
El GeNorm es un programa que calcula el promedio de la variacion por parejas de un
gen en particular y se compara con la expresion de los demas genes de referencia!®. El
NormFinder utiliza un algoritmo matematico que es capaz de evaluar las variaciones

existentes dentro de los grupos experimentales'®.

El algoritmo BestKeeper calcula la
desviacion estandar de la expresion de cada gen y el coeficiente de correlacion de
Pearson, de tal forma que el gen mas estable es aquel con una desviacion estandar mas

baja y un coeficiente de correlacion mas alto!'®.

Para llevar a cabo el presente estudio se seleccionaron, y se validaron
posteriormente como posibles genes de referencia, los genes de: actina, proteina

ribosomal 36B4, gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH), peptidil-prolil-
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isomerasa B isoforma X2 (PPIB X2), proteina de activacion de la tirosina 3-
monooxigenasa/S-triptéfano (YWHAZ) y la subunidad A de la RNA polimerasa II
(POLR2A). Para ello, se analizaron los niveles de expresion de su ARNm en muestras
de sangre periférica de 10 casos y 10 controles, mediante PCR cuantitativa usando el
equipo de PCR a tiempo real, mencionado previamente. La estabilidad de los genes de
control candidatos, se determin6 mediante los algoritmos estadisticos GeNorm y
NormFinder, incorporados en el programa Genex y la plantilla Excel del algoritmo
BestKeeper. Como se muestra en la figura 10, dicho analisis mostré que la expresion de
los genes de actina, GADPH y 36B4, fue la mas estable en dichas muestras, y entre

ellos el gen de la actina, que es el que se escogio para nuestro estudio.

AEREENRERRER

ACTINA | 3384 | GAPOH | PPIB | YWHAZ | POLR2A GAPDH | 3584 ACTIMA | PPIB | YWHAZ POLR2A - ACTINAG CGAPDH | 3584  YWHAZ PRIB | POLR2A
BesiKeaper Gemam NomFinder

Figura 10: Resultados del analisis de estabilidad de los genes de referencia candidatos
en sangre periférica.

Analisis de la expresion génica

La cuantificacion relativa de la expresion de los ARNm fue calculada por un
modelo matematico que determina los cambios en la expresion génica mediante la
diferencia entre una muestra experimental, en nuestro caso, pacientes, y una muestra de
referencia, en nuestro caso los controles. Este método incluye una correccion de la
eficiencia de amplificacion ya que presupone que la eficiencia de la amplificacion del

gen diana y del gen de referencia es similar. Por ello, cuando la eficiencia de
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amplificacion para ambos genes es cercana a 1, la cantidad del gen diana, normalizada a

un control endégeno, se calcula segun la siguiente formula'%:

Cantidad relativa del gen diana= 222
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Transcripcion reversa v cuantificacion de ARNm por PCR a tiempo

real

Sintesis de ADNc¢ a partir de ARNm

En nuestro estudio, la sintesis de ADNc a partir de¢ ARNm mediante reaccion de
transcripcion reversa se ha realizado a través del High-Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Segun las indicaciones del fabricante se
mezclaron 10 pLL. de ARN a una concentracion de 10 ng/uL, con 10 pL de la mezcla de

reaccion al 2X cuya composicion se describe en la siguiente tabla 3:

Tabla 3: composicion de la mezcla para la reaccion de transcriptasa reversa

COMPONENTES VOLUMEN DE LA REACCION
10X RT Buffer 2,0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 pL
10X RT Random Primers 2,0 uL
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0 uL
RNase Inhibitor 1,0 uL
Nuclease-free H20 3,2ul

Total Reaction 10,0 uL 1

Fuente: Reagent Guide. Applied Biosystems StepOne and StepOnePlus, Real-Time PCR Systems.

El ADNCc obtenido se diluyd a 1/10 y se conservo en alicuotas a -80 °C hasta su

posterior utilizacion para la PCR.

Las condiciones para la sintesis del ADNc fueron: 25 °C durante 10 minutos; 37

°C durante 120 minutos, 85 °C durante 5 minutos y 4 °C durante 5 minutos.
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Cebadores o primers

En nuestro estudio los genes estudiados fueros los del TLRI1, TLR2, TLR4,

TNF-a, IL-1B e IL-8. El gen de referencia fue la actina, y las secuencias de todos los

genes utilizadas se especifican en la tabla 4.

Tabla 4: secuencia de los primers empleados en este trabajo

Primers

Actina
TLR1
TLR2
TLR4
TNF-a

IL-1p

IL-8

Forward

CCAACCGCGAGAAGATGA

CCACAACAAGTTGGTGAAGATTTCT

GGCCAGCAAATTACCTGTGTG

CGAGGAAGAGAAGACACCAGT

CCAGGCAGTCAGATCATCTTCTC

ACAGATGAAGTGCTCCTTCCA

TGGCTCTCTTGGCAGCCTTC

Reverse

CCAGAGGCGTACAGGGATAG

GCATATAGGCAGGGCATCAAATG

AGGCGGACATCCTGAACCT

CATCATCCTCACTGCTTCTGT

AGCTGGTTATCTCTCAGCTCCAC

GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT

TCTCCACAACCCTCTGCACC

Para cada uno de los primers se calcul6 la temperatura de anillamiento, y se

detect6 que la dptima para todos ellos fue de 60 °C.

Condiciones finales de la reaccion de PCR a tiempo real

Para realizar la amplificacion del ADNc, cada muestra se hizo por duplicado

para reducir asi la variabilidad en la concentracion de las muestras. El volumen final de

la amplificacion fue de 10 pL con los siguientes componentes (Tabla 5).
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Tabla 5: Composicion de la mezcla de la reaccion de PCR

COMPONENTES VOLUMEN
Mastermix SYBR Green 6 uL
Cebadores o primers 0,6 uL
H20 2,4 uL
cDNA 1,0 uL

Las condiciones de PCR a tiempo real utilizadas para amplificar cada uno de los

oligonucledtidos fueron las siguientes (figura 11):

95°C

40 ciclos
95°C : 95°C : 95 9C
10 ) 15 60 °C _./ 15” \MCT
. 30” . r
PrePCR | Amplificacién I Disociacién

Figura 11: condiciones de la reaccion de PCR a tiempo real
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Cuantificacion de las citocinas plasmaticas

La determinacion de las citocinas en plasma se realizd a partir del plasma
obtenido por centrifugacion de los tubos de heparina extraidos, cuyo remanente se
almacen6 a — 80 °C hasta realizar la determinacion. Estas muestras fueron analizadas
utilizando un kit de microesferas magnéticas Milliplex MAP kit (Merck Millipore,
Darmstadt, Germany). Se analizaron las siguientes citocinas y quimiocinas: factor
estimulante de colonias (CSF), interferon (IFN)-y, IL-10, IL-17A, IL-18, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-8, TNF-a, fractalquina, factor estimulante de colonias (CSF), proteina
quimioatrayante de monocitos-1 (MCP-1) y proteinas inflamatorias de macrofagos-1-a
(MIP-1a). Los datos se capturaron con un sistema Luminex 100 y analizados con el
software MasterPlex CT version 1.2.0.7 (Hitachi MiraiBio, USA). Esta parte del trabajo
se realizo en el Centro de Investigacion Principe Felipe de Valencia en colaboracion con

el grupo de la Dra. Consuelo Guerri.
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Métodos estadisticos

En el presente estudio, y como ya se menciond previamente, para el calculo de
los genes de referencia, se utilizaron los algoritmos estadisticos GeNorm y NormFinder,
incorporados en el programa Genex version 5.44 y la plantilla de Excel del algoritmo
BestKeeper. El calculo de la expresion cuantitativa relativa de los ARNm estudiados se
realizd mediante una plantilla de Excel con las ecuaciones de RT-PCR cuantitativa
relativa descritas. Para comprobar la ausencia de valores extremos se utilizd una

plantilla de Excel con el test de Grubbs!'®7,

El anélisis estadistico de la comparacion de variables entre el grupo de casos y el
grupo control, las diferencias en la expresion cuantitativa de los ARNm asi como los
analisis de correlacion, se realizaron con el programa SPSS version 20 para PC. La
variables cuantitativas se presentan como la media y su deviacion estandar y fueron
comparadas mediante la U de Mann-Whitney, al ser variables cuantitativas e
independientes. El analisis de las correlaciones entre variables cuantitativas se realizd
mediante la correlacion con el coeficiente de correlacion de Spearmen (p). El nivel de

significacion a se establecio en el 5%.

La comparacion de resultados de las citocinas plasmaticas se determiné
mediante una ANOVA de dos vias (incluyendo el género y la variable intoxicacion

alcohdlica/control) con el programa GraphPad Prism v5.01.
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Financiacion

El estudio fue desarrollado en el contexto del proyecto “Anélisis de la respuesta
inflamatoria mediada por receptores tipo toll tras el consumo intensivo de alcohol o
binge drinking”, con codigo GRS 1046/A/14, financiado por la Gerencia Regional de
Salud de Castilla y Ledén en la Convocatoria de Proyectos de Investigacion en

Biomedicina, Biotecnologia y Ciencias de la Salud 2014.
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Resultados

Caracteristicas de la muestra objeto de estudio

En nuestro trabajo, la muestra de estudio se compuso de un total de 47
individuos. De ellos, 24 fueron pacientes atendidos en el Servicio de Urgencias
incluidos dentro del grupo de casos al haber consumido alcohol; su edad media fue de
20,11 afios. Los restantes 23 participantes, con una edad media de 23,38 afos, se
incluyeron en el grupo de controles al ofrecerse como voluntarios y cumplir los criterios
de inclusion establecidos. Las variables clinicas y analiticas de estos grupos se muestran

en la Tabla 6.

Tabla 6: resultados analiticos de la muestra de estudio

VARIABLE CASOS CONTROLES p
n=24 n=23
Edad 20,11 (4,27) 23,38 (2,92) <0,001
Relacion varon/mujer 13/12 7/16 0,218
Etanol (g/L) 2,37 (0,55) 0
AST (U/L) 26,30 (13,44) 17,90 (3,82) 0,002
ALT (U/L) 19,81 (14,63) 18,00 (21,28) 0,4
FA (U/L) 76,92 (35,31) 60,81 (11,15) 0,062
GGT (U/L) 19,51 (15,20) 14,24 (6,22) 0,036
LDH (U/L) 226,97 (117,15) 162,67 (27,57) <0,001
Leucocitos (x103/pL) 9001,05 (2347,38) 7517,08 (3383,43) 0,003

Las variables cuantitativas se presentan como media (desviacién estandar) y se compararon
mediante la U de Mann-Whitney. Las variables cualitativas se compararon mediante una > o el test
exacto de Fisher. (AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; FA: fosfatasa

alcalina; GGT: gamma glutamil transpeptidasa; LDH: lactato deshidrogenasa).

63



Resultados

En relacion a la encuesta de cinco preguntas, utilizada con el fin de conocer la
cantidad de alcohol consumida y el patron de consumo, los controles contestaron en su
totalidad a las preguntas, pero no fue asi con los casos, que rehusaron hacerlo en un

elevado porcentaje (28,94%), obteniendo informacion solo de 18 pacientes.

En los casos incluidos en nuestro estudio, las respuestas que obtuvimos a las

preguntas fueron las siguientes:

-/ Has consumido alcohol en los tres ultimos dias? ;Qué cantidad?: un total de 9
participantes respondieron positivamente, con un consumo medio de 4 copas o

combinados.

-/ Qué cantidad de alcohol bebes habitualmente?: de los 18 que respondieron, 9
negaron el consumo habitual de alcohol, siendo ésta, una situacion puntual. El resto de

participantes, reconocieron beber una media de 2-3 copas por fin de semana.

-El alcohol que bebes, ;lo haces espordadicamente o los fines de semana
(botellon)?: el 100% de los encuestados admiten que el consumo de alcohol lo hacen los

fines de semana en forma de botellon.

-/ Cuantas borracheras te coges al mes?: un total de 11 participantes negaron
emborracharse. Pero lo que respondieron positivamente, reconocieron emborracharse
con una proporcion similar tanto lo que lo hacen semanalmente, como una vez al mes o

2-3 veces al mes.

-, Consumes otro tipo de drogas? ;jCudales? ;Con qué frecuencia?: s6lo 3 de los
encuestados reconocieron consumir otro tipo de drogas, concretamente cannabis,

haciéndolo de forma puntual.

En el grupo de controles, la encuesta fue respondida en su totalidad, lo que es

acorde con el hecho de que la respuesta negativa a la primera pregunta fuera necesario
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como criterio de inclusion. Todos los controles negaron consumo de alcohol habitual,
aunque en ocasiones tomaran alguna cerveza o copa muy esporadicamente. No referian
episodios previos de intoxicacion etilica. Ninguno refirido el consumo de otro tipo de

drogas.

65



Resultados

Expresion de ARNm de TLR en sangre periférica

Expresion en sangre periférica del ARNm del TLR1

Los resultados obtenidos al analizar la expresion del ARNm correspondiente al
TLR1 en sangre periférica de los pacientes con CIA o binge drinking y de los controles,
se muestran en la Figura 12. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (P = 0,659).
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Figura 12: Expresion relativa del TLR1. La expresion relativa de ARNm para cada
grupo se expresa en la media del valor y la desviacion estandar.

Al realizar el analisis por sexos, obtuvimos que las diferencias de expresion
tanto en varones como en mujeres por separado, no son significativas, con un valor de P

para mujeres de 0,825 y para varones de 0,659 (Figura 13)
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Figura 13: Expresion relativa del ARNm del TLR1 en sangre periférica en varones y
mujeres. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor
y la desviacion estandar.

Expresion en sangre periférica del ARNm del TLR2

Los resultados obtenidos al analizar la expresion del ARNm correspondiente al
TLR2 en sangre periférica de los pacientes con CIA o binge drinking y de los controles,
se muestran en la Figura 14. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (P = 0,892).
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Figura 14: Expresion relativa del TLR2. La expresion relativa de ARNm para cada
grupo se expresa en la media del valor y la desviacion estandar.
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Realizada la estratificacion por sexos, obtuvimos resultados que nos muestran
que la expresion del gen del TLR2 no se encuentra incrementada significativamente en
los casos frente a los controles, ya sea en mujeres (P = 0,159) o en varones (P = 0,892,

figura 15).

Expresion relativa a actina
N

Varones Mujeres

ECasos OControles

Figura 15: Expresion relativa del ARNm del TLR2 en sangre periférica en varones y
mujeres. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor
y la desviacion estandar.

Expresion en sangre periférica del ARNm del TLR4

Tras analizar la expresion en sangre periférica del ARNm perteneciente al TLR4
en casos y en controles, los resultaros demostraron que la expresion estaba
incrementada en los casos respecto a los controles (Figura 16), siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (P = 0,002).
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Figura 16: Expresion relativa del TLR4. La expresion relativa de ARNm para cada
grupo se expresa en la media del valor y la desviacion estindar.

Al estratificar por sexos, se observo como en mujeres la diferencia de expresion
del ARNm del TLR4 estaba incrementada en los casos frente a los controles, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (P = 0,007). Por el contrario, en varones, no se

encontr6 una diferencia significativa (P = 0,227, Figura 17).
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Figura 17: Expresion relativa del ARNm del TLR4 en sangre periférica en varones y
mujeres. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor
y la desviacion estandar.
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Dada la diferencia de edad entre los casos y los controles, se realiz6 también un
subanadlisis estratificando por edad. Tras dividir a la muestra en sujetos de <22 afios (n =
16 para casos y 5 para controles) y >22 afios (n = 13 para casos y 14 para controles), se
mantuvo el incremento de TLR4 en casos aunque sélo se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas en el grupo de edad >22 afios (figura 18).
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Figura 18: Expresion relativa del ARNm del TLR4 en sangre periférica
estratificada por edades. En el grupo <22 afios P=0,290; Para el grupo >22 afios P=0,045.
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Expresion _de ARNm de citocinas pro-inflamatorias _en sangre

periférica

Expresion del ARNm de TNF-a en sangre periférica

Al realizar la comparacion entre la expresion del ARNm correspondiente al
TNF-a en sangre periférica de los pacientes con CIA o binge drinking y los controles,
los resultados obtenidos no mostraron diferencias estadisticamente significativas (P =

0,318, figura 19).
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Figura 19: Expresion relativa del TNF-a. La expresion relativa de ARNm para cada
grupo se expresa en la media del valor y la desviacion estandar.

Al comparar la expresion del ARNm del TNF-a en sangre periférica por sexos,
observamos que no existian tampoco diferencias estadisticamente significativas,
obteniéndose unos valores para mujeres P = 0,878 y para varones P = 0,964. (Figura

20).
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Figura 20: Expresion relativa del ARNm del TNF-a en sangre periférica en varones y
mujeres. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor
y la desviacion estandar.

Expresion del ARNm de la IL-1f en sangre periférica

Cuando realizamos la comparacion de la expresion del ARNm de la IL-1B en
sangre periférica entre los casos y los controles, no hallamos diferencias
estadisticamente significativas (P = 0,765). Los resultados de estos datos se muestran en

la figura 21.
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Figura 21: Expresion relativa del IL-1B. La expresion relativa de ARNm para cada
grupo se expresa en la media del valor y la desviacion estindar.

72



Resultados

Tras realizar la comparacion entre sexos, observamos como la expresion del gen
entre los casos y los controles mujeres es estadisticamente significativo (P = 0,047). Sin

embargo en los varones no existe esta diferencia (P = 0,765, Figura 22).
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Figura 22: Expresion relativa del ARNm de la IL-1p en sangre periférica en varones y
mujeres. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor
y la desviacion estandar.

Expresion del ARNm de la IL-8 en sangre periférica

Al examinar las diferencias en la expresion del ARNm de la IL-8 entre los casos
y los controles, observamos diferencias estadisticamente significativas (P = 0,012).
Ademas, al estratificar por sexos detectamos en las mujeres un incremento significativo
de la expresion en los casos frente a los controles (P = 0,032). Sin embargo en los
varones no se comprobd tal diferencia (P = 0,103). Ambos resultados se reflejan en la
figura 23, en la que se incluyen para todas las muestras, y en la figura 24, con las

muestras de varones y mujeres por separado.
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Figura 23: Expresion relativa de la IL-8. La expresion relativa de ARNm para cada
grupo se expresa en la media del valor y la desviacion estandar.
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Figura 24: Expresion relativa del ARNm de la IL-8 en sangre periférica en varones y
mujeres. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor
y la desviacion estandar.

Al igual que se procesé en el estudio del TLR4, en el presente caso también
estratificamos por edades la muestra, realizando la misma separacion y estudio por
subgrupos (<22 n =16 para casos y n =5 para controles; >22, n =7 para casos y n =14
para controles). En este caso, se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

para ambos grupos (P =0,032 y P =0,45, respectivamente) (figura 25).
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Figura 25: Expresion relativa del ARNm de la IL-8 en sangre periférica estratificada por
edades. La expresion relativa de ARNm para cada grupo se expresa en la media del valor y la
desviacion estandar.

Niveles en plasma de citocinas y quimiocinas

Tras determinar los niveles de citocinas y quimiocinas en sangre periférica, y
analizar si existian diferencias entre sexos, se detectaron los siguientes resultados: en las
mujeres con intoxicacion etilica los valores de INF-y, 1I-1p, IL-2, IL-4, 1I-5, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-17A, fractalquina, MIP-la y MCP-1 estaban incrementados
significativamente con respecto a los niveles obtenidos en las mujeres del grupo control.
El TNF-a, no mostrd diferencias significativas entre ambos grupos. En el grupo de los
varones, solo se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los casos y

los controles, en las siguientes citocinas: IL-4, IL-6, CSF y fractalquina (Figura 26).
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Figura 26: valores de citocinas y quimiocinas en plasma en casos y controles (varones
y mujeres).

Correlacion entre variables

Edad y expresion de ARNm del TLR4

El andlisis de correlacion entre la edad de los casos y controles, y los niveles de
expresion del TLR4, mostraron una correlacion negativa débil entre ambos valores,
como se muestra en la figura 27, siendo dicha relacion significativa (coeficiente de

correlacion Rho de Spearman p =-0,407, P = 0,005).
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Figura 27: Correlacion entre la edad de los casos y controles y la expresion del ARNm

en sangre periférica del TLR4.

Niveles de etanol en sangre y expresion de ARNm de TLR1

Tras examinar los niveles de etanol en sangre y la expresion del ARNm del

TLR1 de los casos y controles, se observd una correlacion era débilmente positiva, con

un coeficiente Rho de Spearman de 0,109, sin significacion estadistica (P= 0,519,

figura 28).
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Figura 28: Correlacion en sangre periférica entre el nivel de etanol de los casos y
controles y la expresion del ARNm del TLRI1.
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Niveles de etanol en sangre y expresion de ARNm de TLR2

Estudiamos la correlacion entre los niveles de etanol en sangre y la expresion del
ARNm de TLR2 en la muestra global, observandose practicamente una ausencia de

correlacion (p = 0,043; P = 0,786). La representacion de dicho analisis se muestra en la

figura 29.
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Figura 29: Correlacion en sangre periférica entre el nivel de etanol de los casos y
controles y la expresion del ARNm del TLR2.

Niveles de etanol en sangre y expresion de ARNm de TLR4

El analisis de correlacion entre los niveles de etanol en sangre y la expresion del
ARNm del TLR4 en ambos grupos de estudio, puso de manifiesto una relacion positiva

(p = 0,451), con significacion estadistica (P=0,003). Los resultados se muestran en la

figura 30.
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Figura 30: Correlacion en sangre periférica entre los niveles de etanol de los casos y
controles y la expresion del ARNm del TLR4.

Niveles de etanol en sangre y expresion de ARNm del TNF-a

Tras examinar la correlacion entre los niveles de etanol en sangre y la expresion

del ARNm del TNF-a en los casos y en los controles, se observé una relacion

débilmente negativa pero estadisticamente no significativa. (p= -0,146; P=0,369)

(figura 31).
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Figura 31: Correlacion en sangre periférica entre los niveles de etanol en sangre de los
casos y controles y la expresion del ARNm del TNF-q.
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Niveles de etanol en sangre y expresion de ARNm de la IL-1p

El andlisis de la correlacion entre los niveles de etanol en sangre y la expresion
del ARNm de la IL-1P tanto en los casos como en los controles, muestran que la
relacion es débilmente positiva sin significancia estadistica (p= -0,131; P= 0,415). La

distribucion de los datos se muestra en la figura 32.
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Figura 32: Correlacion en sangre periférica entre los niveles de etanol de los casos y
los controles y la expresion del ARNm de la IL-1p.

Niveles de etanol en sangre y expresion de ARNm de la IL-8

Al establecer la correlacion entre los niveles de etanol en sangre de los casos y
controles con los valores de ARNm, se obtuvieron unos valores indicativos de la
existencia de una correlacion positiva (p= 0,265), aunque no estadisticamente

significativa (P= 0,104). Dicha correlacion puede observarse en la figura 33.
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Figura 33: Correlacion en sangre periférica entre los niveles de etanol de los casos y
controles y la expresion del ARNm del IL-8.
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Consideraciones metodoldgicas generales sobre nuestro trabajo

Diseio del estudio

Nuestro trabajo ha sido diseiado como un estudio transversal con casos y
controles. En este estudio el investigador es un mero observador sin ejercer ningun tipo
de influencia en el proceso'® y nos permite determinar si existe asociaciéon entre una
enfermedad y variables potencialmente relacionadas'®. En nuestro caso, el objetivo del
estudio fue analizar la relacion entre la intoxicacion alcohdlica aguda y alteraciones en

la expresion de ARNm de mediadores relacionados con la inflamacion.

El disefio de un estudio de estas caracteristicas requiere la identificacion de dos
grupos de sujetos que se diferencien en la presencia (casos) o ausencia (controles) de la
enfermedad (en nuestro caso, la intoxicacion alcoholica aguda), para posteriormente
poder analizar diferencias en determinadas variables en ambos grupos. Debido a este
disefio, se pueden producir diferentes sesgos en su realizacion, entre los que destacan
los sesgos de seleccion de casos y controles y la presencia de factores o variables de

confusion.

Uno de los puntos de mayor relevancia es la correcta seleccion de casos y
controles, lo que permite evitar los sesgos de seleccion. En nuestro estudio, el método
de identificacion de los casos, en principio, no hace albergar dudas respecto a la correcta
seleccion de los mismos ya que todos debian presentar como criterio de inclusion la
clinica de intoxicacion alcohdlica y demostrar analiticamente niveles de etanol elevados
en sangre. El Unico punto potencialmente relevante que podria llevar a sesgos, son las
posibles diferencias en el patron previo de consumo de alcohol, dado que la respuesta

inflamatoria asociada al consumo intensivo de alcohol podria ser diferente en los sujetos
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que presentan episodios repetidos (p. ej., cada semana) de binge drinking frente a
aquellos que presentan episodios de forma esporadica o cuyo primer episodio fue
precisamente el que motivé su inclusion en nuestro estudio. En este sentido, datos
obtenidos en animales en la expresion de otros genes, si han revelado una variacion en
los mismos con los episodios repetidos de binge drinking'!’. Este dato podria tener
influencia, como veremos mas adelante, en los resultados obtenidos en funcion del

genero.

En relacion a la seleccion de controles, es importante que ¢€stos sean
representativos de la misma poblacidon que los casos y de caracteristicas similares a ellos
a excepcion de en la enfermedad objeto de estudio. Por este motivo, suelen escogerse
sujetos con distribucion similar de caracteristicas como sexo, edad o cualquier otra
variable potencialmente relacionada con la enfermedad o con las variables objeto de
estudio!!!. De esta forma se consigue un aumento en la eficiencia estadistica y una
menor presencia de factores confusién!'?. En nuestro estudio, resulté mas dificil la
inclusion de controles que de casos debido a la dificultad para encontrar sujetos en la
edad seleccionada sin consumo de alcohol. Asi, aunque inicialmente se plante6 un
disefio con casos autocontrolados, en donde cada individuo sirve como su propio control
comparando la situacion basal con la situacién de intoxicacion alcohdlica!®®, la
colaboracion por parte de los pacientes fue nula por diversos motivos cuando se les
solicitd acudir de nuevo al hospital para realizar un analisis e sangre en situacion basal.
Por ello se decidio seleccionar una muestra de individuos para conformar el grupo de
controles con criterios estrictos respecto al consumo habitual o previo de alcohol. Para
ello recurrimos a voluntarios sanos, concretamente estudiantes de enfermeria y de

medicina que estuviesen formandose durante el periodo de tiempo del estudio en el

Servicio de Urgencias o en el Servicio de Medicina Interna del CAUSA.
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En relacion con la presencia de sesgos de confusion, en el que una o varias
variables relacionadas con el factor objeto de estudio y con la enfermedad pudieran
alterar los resultados, se intent6 disminuir este sesgo mediante el empleo de criterios

108 " Asi, se definid como

estrictos de inclusion asi como con la recogida de variables
criterio de exclusion de los casos los pacientes que hubieran consumido otro tipo de
drogas ilegales como heroina, anfetaminas, benzodiacepinas y cocaina valorando,
través del andlisis toxicologico de la orina y de la presencia o ausencia de clinica de
intoxicacion por sustancias de abuso: por ejemplo: midriasis, taquicardia sinusal o
arritmia cardiaca, hipertension arterial, hipertermia, producidas por anfetaminas y
cocaina u otras drogas de disefo; miosis pupilar sugerente del consumo de heroina o
alucinaciones, taquicardia o paranoia, sugerentes de cannabis. Asimismo, si en el
momento de otorgar el consentimiento informado y durante el cuestionario

administrado, los pacientes reconocian haber consumido otras drogas, no se les incluia

en el estudio.

Pese a los criterios empleados para la inclusion de sujetos y la similitud en la
edad entre ambos grupos, esta variable ha presentado diferencias estadisticamente
significativas entre casos y controles, aunque no creemos que ello haya alterado de
forma relevante los resultados dada la minima diferencia existente y los resultados de la
estratificacion por edades. Desde el punto de vista del sexo, otro potencial factor de
confusion, la distribucidn en la relacién varén/mujer entre los casos y controles no fue
estadisticamente significativa aunque la estratificacion por edades si que muestra los
resultados de interés que se discutiran posteriormente. Finalmente, un posible sesgo del
estudio es no haber considerado como factor de confusion el consumo de tabaco.

Aunque algunos estudios apuntan que los fumadores presentan un incremento en niveles
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)113,114

circulantes de citocinas pro-inflamatorias (en particular IL-6 , otros autores no han

encontrado esta asociacion''?.

Obtencion y procesamiento de las muestras

La adecuada obtencion de las muestras y la obtencion de componentes a partir
de ellas, como el ARN, es el proceso, después de la correcta seleccion de los
participantes del estudio, mds importante, ya que marca la reproducibilidad y la
consistencia de los resultados posteriores de la RT-PCR. Por todo ello, es necesario
cuantificar con precision y evaluar la cantidad de ARN extraido antes de iniciar la
transcripcion reversa''®. Para garantizar estas condiciones, se comprob6 la recogida en
los tubos de PAXgene Blood RNA™ de 2,5 ml de sangre para cada muestra junto con
el tubo de heparina. El tubo PAXgene Blood RNA™ se mantuvo guardado hasta su
procesamiento a una temperatura de -20° y el de heparina, para la obtencion de las
muestras de plasma, a -80°, como se ha explicado previamente en el apartado de
Material y Métodos, fundamentalmente en la situaciones en las que las muestras eran
recogidas los fines de semana y acceso al laboratorio no era inmediato. La cuantia y
pureza del ARN obtenido, se determindé mediante un espectrofotometro, calculando la

absorbancia a 260 nm y el ratio de absorbancias a 260/280 nm, respectivamente'!”.

Resulta de interés mencionar aqui un posible sesgo en el trabajo que puede
derivar del diferente periodo de tiempo en la obtencion de las muestras. Mientras que
las muestras de casos tipicamente se recogieron por la noche o de madrugada, las
muestras de controles se recogieron por la mafiana. Dado que se han descrito
variaciones circadianas en la secrecién de citocinas pro-inflamatorias!'®, con
importantes diferencias inter-individuales, este es un sesgo que potencialmente podria

afectar a nuestro trabajo'!°.
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Seleccion del gen de referencia

La RT-PCR es el método estandar para el estudio de los cambios relativos en la
expresion génica de ARNm en diferentes tejidos y/o condiciones experimentales. Pero
dada la variabilidad biologica entre los individuos en los que se obtiene las muestras in
vivo, los errores derivados de las extracciones de las muestras, la calidad del ARN y la
sintesis del ADNCc, el analisis de la expresion génica del ARNm requiere la seleccion de
un gen de referencia adecuado para cada tejido y condicion experimental, garantizando
asi la bondad de los resultados del experimento!?’. Existen numerosos estudios en la
literatura cientifica en los que se demuestra que el uso inadecuado de genes de

referencia puede llevar a encontrar resultados falsamente positivos o negativos!?!"1?2,

Por todos estos motivos, se realizd un analisis, seleccion y validacion del gen de
referencia en la situacion que corresponde a nuestro estudio: expresion del gen en
muestras sanguineas de pacientes in vivo con consumo de alcohol en forma de binge
drinking o CIA y en pacientes sanos. Para ello se partio de la eleccion de genes de
referencia que ya habian sido analizados en nuestro laboratorio y validados como genes
de referencia'!® en estudios previos, mediante los algoritmos GeNorm, NormFinder y

BestKeeper!'?*1%4,

El gen que se ha encontrado como mdas adecuado para emplearlo como
referencia, la actina, ha sido también descrito en otros trabajos '*>!?°. Aunque su
expresion en tejidos como el higado puede verse influida por la presencia de
enfermedad hepética alcohdlica'?’, no hemos encontrado datos experimentales que
sugieran que se altere por el consumo de alcohol en sangre periférica. En nuestro
conocimiento, nuestro estudio es el primero que analiza la expresion del ARNm en
sangre periférica de los TLR empleando genes de referencia validados en las mismas

muestras sanguineas.

&9



Discusion

Optimizacion de la PCR

La técnica mas utilizada para determinar los cambios en la expresion de uno o
mas genes a partir del ARN debido a su sencillez, bajo coste con alto rendimiento, su
sensibilidad y especificidad, es la RT-PCR. Presenta numerosas ventajas frente a otras
técnicas como la PCR semi-cuantitativa, y por estos motivos fue la técnica elegida para

la determinacion de los niveles de ARNm'?® en nuestro estudio.

A pesar de su sencillez, la adecuada realizaciéon de la PCR es un punto clave
para mejorar la sensibilidad, especificidad y reproductibilidad de la misma'?’. Para
garantizar estas condiciones, en nuestro estudio el protocolo de PCR se llevo a cabo con
un control de calidad metodologico siguiendo las recomendaciones de las guias MIQE
(del inglés Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments)'*°. Asi, se incluyd un control negativo en cada fila de la placa que
contenia todos los componentes de la reaccion excepto el ADN retrotranscriptivo, y
todas las muestras fueron realizadas por duplicado, repitiéndose aquellas cuya
desviacion estandar entre duplicados fue mayor a 1. Ademas, se realiz6 una curva de
fusion para cada uno de los genes utilizados verificando la ausencia de dimeros de
primers. Finalmente, se realizé un test de Grubbs para comprobar la ausencia de valores

extremos o outliers'?’.
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Expresion del ARNm de TLRI1 en sangre periférica

Los resultados obtenidos entre la comparacion de la expresion del ARNm del
TLR1 de los casos y controles, revelaron que no existian diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos. El TLRI, que se encuentra en la membrana
plasmatica y cuyo ligando principal son diversos lipopéptidos bacterianos®, forma
heterodimeros con el TLR2 y el TLR6%!, lo que concordaria con el resultado negativo
encontrado también para TLR2. Aunque no existen datos previos para el consumo
agudo de alcohol, en el alcoholismo crénico se ha mostrado un incremento en la
expresion de dicho receptor, junto con los TLR2, 4, 6,7, 8 y 9'*!. Asi, en un modelo
experimental de ratones alimentados con la dieta Lieber-de-Carli, se observd ademas de
inflamacién hepatica, un incremento en la expresion del ARNm de esos receptores en el

81,84

higado, asi como valores elevados de TNF-a®"** en dicho tejido.

En relacion con la ausencia de resultados significativos del presente trabajo, en
primer lugar, es preciso considerar que nuestros hallazgos pueden traducir una ausencia
de activacion de la via del TLR1 en el consumo agudo alcohol, o bien que su papel no
sea relevante en comparacion con otras vias. En ese sentido, es cierto que no existen
datos previos que apoyen que los lipopéptidos que reconoce dicho receptor, y que
podria suponer un estimulo para el incremento de su expresion, se encuentren elevadas

132

en la intoxicacion alcohdlica aguda'””. Sin embargo, también es cierto que otros

estimulos, como el LPS en la linea celular de monocitos THP-1'3

como las propias
citocinas inflamatorias como el TNF- o en otras lineas celulares han demostrado

incrementar la expresion del TLR1'3,

Por tanto, es posible que la via TLRI1 si se encuentre activada, pero que no se

produzca un incremento de su expresion debido a la compleja regulacion de la misma, o

91



Discusion

bien que el incremento en su expresion solo se produzca en determinados tipos celulares
que expresan este receptor como macrofagos y neutroéfilos!¥. Dado que en nuestro
trabajo hemos utilizado ARNm de sangre total, estamos limitados para detectar
diferencias en tipos celulares concretos, al realizarse un analisis global sobre el conjunto
de células sanguineas. Finalmente, el hecho de que hayamos detectado un incremento de
citocinas pro-inflamatorias, tanto a lo que se refiere a sus niveles circulantes como a su
correspondiente ARNm en sangre periférica y considerando el efecto potencialmente

29,136’ no

sinérgico de la estimulacion de los TLR en la expresion de dichas citocinas

podemos descartar la implicacion de esa via en el alcoholismo agudo.
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Expresion del ARNm de TLLR2 en sangre periférica

Tras analizar y comparar la expresion del ARNm del TLR2 en sangre periférica
en los casos y controles, se observd que no existian diferencias significativas entre
ambos grupos, lo que indica que el consumo intensivo de alcohol o binge drinking no

afectd a su expresion en nuestra muestra de pacientes con consumo agudo de alcohol.

Al revisar estudios previos sobre este tema, los hallazgos sobre la implicacion de
la via del TLR2 en la respuesta inmune asociada al consumo de alcohol son

137 analizaron la respuesta del

contradictorios. En primer lugar, Pimentel-Nunes y cols
sistema inmune innato mediada a través de TLR2 y TLR4 en pacientes con hepatopatia
alcohdlica en donde demostraron una atenuacion de la respuesta inmune mediada por el
TLR2 pero no por el TLR4. Esta atenuacion de la via del TLR2 no parecia relacionada
con una disminucién en su expresion, ya que no se encontraron diferencias
significativas en los niveles de ARNm de este receptor en monocitos circulantes entre
los pacientes con hepatopatia alcohdlica y los controles. De igual forma, los ratones
knockout para el TLR2 no estuvieron protegidos frente al desarrollo de hepatopatia
alcoholica, al contrario que los ratones knockout para TLR4!'*8. En relaciéon con el
consumo agudo de alcohol, Dolganiuc y cols’® llegaron a conclusiones similares, ya que
al analizar la respuesta ante el consumo agudo de alcohol del TLR4 y TLR2, este ultimo

no se vio influenciado en su expresion ni se alterd a capacidad de reclutamiento hacia

las lipid rafts.

Sin embargo, otros trabajos realizados también en modelos animales, ya
mencionados previamente, si muestran un papel para TLR2 en el dafio causado por
consumo excesivo de alcohol®'®*. Asimismo, Pascual y cols’!, comprobaron que en el

cortex prefrontal de ratas adolescentes sometidas a una exposicion de alcohol en forma
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de binge drinking, los niveles de ARNm tanto del TLR4 como del TLR2 estaban
elevados en comparacion con ratas que habian sido tratadas con suero salino. La posible
explicacion, precisamente, es que el alcohol reclute tanto al TLR4 como al TLR2 a las
lipid rafts, activandose asi su cascada de produccion de citocinas pro-inflamatorias.
Estos hallazgos se reforzaron en otro estudio del mismo grupo, con més evidencias a
favor de esta sobreexpresion del TLR2 y TLR4 a nivel cerebral en el alcoholismo
crénico, provocando neuroinflamacion y dafios en el comportamiento que pueden
persistir en el tiempo®®. Finalmente, estudios en monocitos humanos, mostraron que la
estimulacién concomitante con ligandos de TLR2 y TLR4 increment6 la respuesta
inflamatoria tras la exposicion aguda a etanol’?, lo que enlaza con el sinergismo en la
estimulaciéon de diferentes receptores TLR para la producciéon de citocinas pro-
inflamatorias!*¢,

Por otro lado, en relacion con la inmunosupresion asociada al consumo de

alcohol, Kristina y cols'®

realizaron un estudio para determinar los niveles de expresion
del receptor TLR2 a diferentes concentraciones de alcohol. De esta forma, demostraron
que los niveles de ARNm del TLR2 en células bronquiales se incrementaban ante dosis

altas de alcohol, aunque el mecanismo por el que el alcohol producia dicho efecto es

desconocido.

El TLR2 es un receptor cuyo principal ligando son estructuras correspondientes
a bacterias Gram positivas, como el peptidoglicano y diversas lipoproteinas, ademas de
estructuras de hongos y virus'**!*!. Al igual que con el TLR1, la ausencia de diferencias
significativas puede deberse en primer lugar a que este receptor no desempefie un papel
relevante en la respuesta inmune ante el consumo agudo de alcohol. En este sentido, y al
igual que ocurre con el TLRI, tampoco ha sido estudiada la presencia en sangre de

ligandos del TLR2 tras el consumo agudo o cronico de alcohol, pero también se ha
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comprobado el incremento en la expresion del TLR2 en experimentos in vitro con el
estimulo con LPS o citocinas pro-inflamatorias!**!34. Por tanto, y del mismo modo que
comentabamos con el receptor TLR1, es posible también que dado que realizamos el
analisis sobre sangre total no sea posible detectar el incremento de expresion de TLR2
en tipos celulares mas especificos como los monocitos o las células dendriticas,
mientras que estudios realizados en células de la microglia si que han podido detectar el

incremento de TLR2 tras episodios de binge drinking.

La expresion del TLR2 parece, en todo caso, depender del tejido analizado, del
origen de la muestra y del patron de exposicion al alcohol, asi como del caracter in vivo
o in vitro del experimento. Aunque nuestros hallazgos muestran una ausencia de
incremento de expresion del TLR2 en el binge drinking, no resulta posible tampoco
descartar un papel para la activacion de esa via en el alcoholismo agudo. La ausencia de
datos previos en un contexto similar hace necesario futuros estudios analizando tipos
celulares especificos que permitan determinar el papel exacto del TLR2 en el consumo

intensivo de alcohol.
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Expresion del ARNm de TLLR4 en sangre periférica

Uno de los principales hallazgos del presente estudio se centra en la via del
TLR4 y en la demostracion de la capacidad de induccioén de la respuesta inflamatoria
mediada por TLR4 producido por el binge drinking. Esta afirmacion se basa, en primer
lugar, en la deteccion del incremento de la expresion del ARNm en sangre periférica del
TLR4 en los casos frente a los controles, asi como en el incremento de citocinas pro-
inflamatorias. Al diferenciar por sexos, observamos como tanto en varones como en
mujeres esta incrementada dicha expresion, pero s6lo en mujeres es significativa. Por
ultimo, y como probable consecuencia de la activacion de dicho receptor, encontramos
niveles de citocinas en plasma incrementados y un aumento en la expresion del ARNm
de determinadas citocinas, observando de nuevo diferencias entre sexos, siendo mayores

las concentraciones en mujeres que en varones.

Niveles de ARNm del TLR4

El TLR4, como hemos ido exponiendo a lo largo de todo nuestro trabajo, es el
principal TLR relacionado con la respuesta inmune desencadenada por el consumo

crénico de alcohol’®8!-13!

, especialmente por lo que se refiere al desarrollo de la
hepatopatia alcohdlica. Nuestro trabajo confirma ademds resultados previos que
apuntaban hacia una implicaciéon del TLR4 en el consumo agudo de alcohol. Asi,
aunque no se hubiera analizado directamente la expresion de ARNm de TLR4 en
situacion de intoxicacion etilica aguda, existian datos previos que sugerian la activacion
de esta via tras el consumo agudo de alcohol. El reciente trabajo de Bala y cols®

demostré que en voluntarios sanos, tras la administracion de una dosis elevada de

alcohol, se producia un aumento de los niveles de LPS en plasma y de otras proteinas
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relacionadas (LBP y sCD14). Estos datos apoyarian la hipdtesis de que al estar elevados
los niveles de endotoxina en plasma, éstos se unirian al TLR47° ¢ iniciaria asi la cascada
de activacion pro-inflamatoria, dando lugar a un incremento en las citocinas
plasmaticas, situacion similar a lo que ocurre en el consumo crénico de alcohol®. Sin
embargo, Jong y cols’’ publicaron en 2015 los resultados de su estudio en el que
demostraron cémo el consumo agudo de alcohol en pacientes sanos, a los que se les
administré una cantidad de vino al 12% correspondiente a 1g/kg y una concentracion
media de alcohol en sangre de 0,7 g/L, alteraba la integridad de la pared intestinal pero
sin producirse un incremento significativo en las proteinas de fase aguda LBP y sCD14,
utilizadas para medir indirectamente la traslocaciéon de LPS. Aunque estos hallazgos
podrian contradecir lo expuesto anteriormente, hay que matizar que en este estudio, las
cantidades administradas de alcohol fueron ligeramente menores con respecto al estudio
de Bala y cols (que emple6 2 ml de vodka al 40% por kg de peso, alcanzando una
concentracion media de alcohol en sangre de 0,8 g/L), y que el estudio de Jong y cols®’
se realizd sélo en varones, mientras que en el estudio de Bala y cols® se incluyeron
tanto varones como mujeres, comprobandose un incremento de LPS mayor en mujeres
que en varones. Esta diferencia entre ambos estudios resulta particularmente relevante
ya que, como veremos posteriormente, la respuesta pro-inflamatoria al consumo de
alcohol en mujeres es mayor que en varones. Otro estudio, realizado por Asthar y cols*’,
mostrd en voluntarios sanos, tanto en varones como en mujeres, a los que se les
administré una bebida al 50% de alcohol, con una concentracion media de alcohol
resultante de 1,29 g/L, una respuesta pro-inflamatoria temprana, seguida de un estado de
inmunosupresion (efecto bifasico). En todo caso, resulta dificil correlacionar cualquiera

de estos estudios con nuestros propios datos, dado que las concentraciones de alcohol
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alcanzadas en sangre fueron mucho mayores tras los episodios de intoxicacion etilica

aguda.

Resulta de interés también considerar que, por un lado, se ha descrito que la
estimulacion unicamente con LPS puede producir un descenso en la expresion de TLR4
de membrana, a través de un mecanismo de retroalimentacion negativa. Sin embargo, la
activacion de diversas vias inflamatorias y la expresion de citocinas como el IFN-y
parecen capaces de incrementar la expresion de este receptor!*?, lo que concuerda con el

resultado de nuestro trabajo.

Ademas de estos trabajos realizados en humanos tras consumo agudo alcohol, el
incremento significativo en la expresion del TLR4 como consecuencia de un episodio
aislado de consumo intensivo de alcohol o binge drinking se ha descrito también en
modelos animales que permiten vincularlo con el proceso de neuroinflamacion. Pascual
y cols®! demostraron un incremento en la expresion del TLR4 en el cortex prefrontal en
un modelo animal tras la administracion aguda de alcohol provocando
neuroinflamacién y desmielinizacion. Similares resultados obtuvieron Vetreno y

92,143

cols , relacionandolo con una reduccidon en el desarrollo del hipocampo y con un

3

posible aumento en el riesgo de desarrollar alcoholismo!*. En la misma linea,

144,145 estudiaron en ratones adolescentes, como a través de la sefial

Montesinos y cols
del TLR4, elevada en el consumo agudo de alcohol, se inducia una respuesta

inflamatoria responsable del dafio cerebral, disfuncién cognitiva'** y ansiedad’® en el

adolescente.

Expresion del TLR4 en relacion con la edad

Al analizar la posible interaccion en la expresion del TLR4 por la edad, nos

hemos encontrado con una relacion inversa entre ambas variables, es decir, que a menor
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edad, mayor expresion del TLR4. Estos hallazgos concuerdan con la evidencia
acumulada que muestra una mayor sensibilidad a ciertos efectos del alcohol en
adolescentes y adultos jovenes, tanto en modelos animales, como en estudios en
humanos!#>146147  Asi, diversos estudios demuestran la capacidad del alcohol de activar
el sistema inmune en el cerebro a través del TLR4 en particular durante este periodo de
tiempo, produciendo un efecto pro-inflamatorio que dafia el sistema nervioso central'*®,
Tras administrar de forma intermitente alcohol como binge drinking a ratas
adolescentes' o ratones'*, se producen lesiones a nivel del cortex prefrontal dafiando

las estructuras mielinicas y la sinapsis'#*, asi como alteraciones cognitivas!#14?

que no
aparecen cuando genéticamente se elimina el TLR4 de dichos animales, demostrando
asi la implicacion clave del TLR4 en este proceso. En modelos animales, se ha
encontrado también una mayor sensibilidad a los efectos de recompensa del etanol en

individuos adolescentes, pero no asi a determinados efectos de interaccién social'>° .

Por lo tanto, con las limitaciones que los estudios que demuestran mas
claramente la mayor sensibilidad a los efectos pro-inflamatorios del alcohol en la
adolescencia han sido realizados en animales, el hecho de que el TLR4 esté mas elevado
en pacientes jovenes se podria explicar por esta mayor sensibilidad al consumo de

alcohol.

Relacion entre la expresion del TLR4 y el sexo

El efecto diferencial del alcohol en funcion del género es conocido desde hace
mucho tiempo. Por ejemplo, se ha observado coémo la hepatopatia alcohdlica se
desarrolla mas rapidamente en las mujeres que en los varones y con menor dosis de
alcohol!®!"152 diferencia que se explica en parte, porque en la mujer existe una menor

actividad de la enzima alcohol deshidrogenasa gastrica, primer paso del metabolismo
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del alcohol'®. En esta misma linea, pero en relaciéon con la neuroinflamacion tras el
consumo crénico de alcohol, Alfonso-Loeches y cols® realizaron un trabajo analizando
el tejido cerebral de ratones knockout TLR4. Este trabajo no s6lo mostr6 el papel
fundamental del eje alcohol-TLR4 en el desarrollo de neuroinflamaciéon asociada al
consumo cronico de alcohol, sino que también detectaron que los ratones hembras eran
mas vulnerables al efecto pro-inflamatorio del consumo de alcohol, observandose
mayores niveles de citocinas inflamatorias (IL-1 y TNF-a) y una mayor degeneracion

cerebral o gliosis.

En relacion con el consumo agudo de alcohol, ya hemos mencionado el trabajo
de Bala y cols®*, donde se describio como los niveles séricos de endotoxina a las 4 horas
del consumo agudo de alcohol, fueron significativamente mas altos en las mujeres que
en los varones, ademds de observar como el descenso del nivel de alcohol en sangre fue
también mas lento. Esta diferencia puede por tanto explicar en parte los resultados del
trabajo realizado por Jon y cols”’, quienes evidenciaron que tras la ingesta aguda de
alcohol en varones, los niveles de LPS no estaban incrementados significativamente.

Recientemente, Engler y cols!**

mostraron que las mujeres presentaban tras la
administraciéon intravenosa de LPS una respuesta pro-inflamatoria mayor que los

varoncs.

Debido a la existencia de estos datos previos, analizamos la expresion del TLR4
en varones y mujeres tras un consumo intensivo de alcohol o binge drinking. Los
resultados muestran un incremento significativo de los niveles en sangre del ARNm del
TLR4 de las mujeres con intoxicacion etilica frente a las mujeres controles. Sin
embargo, aunque los niveles del ARNm del TLR4 también estaban incrementados entre
los varones casos y los varones controles, esta diferencia no era significativa. Estos

resultados concuerdan ademas con las diferencias encontradas recientemente al analizar
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la respuesta al binge drinking en ratones knockout para TLR4 de ambos sexos, siendo
esta mayor y significativa en los del sexo femenino, como se detalla posteriormente!*”.
Aunque no podemos descartar que la ausencia de diferencias significativas en varones
se deba a que la magnitud del efecto es menor y no pueda detectarse debido al bajo
tamafio muestral, si parece claro que nuestros resultados extienden la generalidad de los

datos previos sobre el consumo crénico que apoyan claramente la mayor vulnerabilidad

de la mujer ante los efectos del consumo agudo de alcohol.
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Expresion de ARNm de citocinas pro-inflamatorias v analisis de

citocinas en plasma

Una vez analizada la expresion de los diferentes TLR en sangre periférica, se
examino la expresion de citocinas resultantes de la activacion o no de dichos receptores
tanto a nivel de ARNm como de citocinas solubles en plasma. En relacién con los
niveles de citocinas plasmaticas, en las mujeres con intoxicacion etilica, los niveles de
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, INF-y, fractalquina, MCP-1 y MIP-
la, se encontraron incrementados significativamente con respecto a las mujeres
controles. Sin embargo, en los varones, sO0lo se detectaron aumentados
significativamente los niveles de IL-4, IL-6, CSF y fractalquina. Respecto a la expresion
de ARNm, los niveles de ARNm de IL-1B en sangre periférica fueron también
significativamente mas altos en las mujeres con intoxicacion etilica que en los controles,
no siendo asi en los varones y tampoco en la comparacion de la totalidad de las
muestras de casos y controles. En el caso de la IL-8, la expresion del ARNm estaba
incrementada significativamente en los casos frente a los controles, existiendo
diferencias entre hombre y mujeres al estratificar por sexo: mientras que en las mujeres
la diferencia si fue significativa, no asi en varones. Por lo tanto, todos estos resultados
van en consonancia con los descritos previamente en el apartado de la discusion del
incremento de la expresion del TLR4, y orientan hacia una mayor sensibilidad de las

mujeres a la ingesta aguda de alcohol.

Asimismo, estos resultados encontrados en pacientes con intoxicacion etilica, se
ven reforzados por los hallazgos sobre un modelo experimental de ratones adolescentes
a los que se les administrd intermitentemente alcohol, siguiendo los mismos patrones de
consumo que en los humanos'>®. En este trabajo, los niveles en suero de citocinas

estaban incrementados significativamente en ratones hembras que habian sido tratadas
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con alcohol frente a las que lo habian hecho con suero salino, y no asi en los machos.
También se llevd a cabo una evaluacion de la expresion del TLR4 y de las citocinas en
el cortex prefrontal, donde, nuevamente, estaban incrementados significativamente
dichos niveles en ratones hembras tratadas con alcohol, y no asi en los ratones machos.
Por ultimo, se evaluaron los niveles de citocinas tanto en sangre periférica como en el
cortex prefrontal de ratones knockout para TLR4 tratados con etanol, observandose que
no habia cambios significativos en dichos niveles ni en ratones machos ni en hembras.
Esto reafirma el papel del TLR4 en la activacion del sistema inmune innato mediado por

el consumo agudo de alcohol.

En la linea de nuestros hallazgos, Engler y cols'>* también detectaron niveles de
citocinas en sangre periférica elevados con diferencias entre sexos tras la administracion
intravenosa de LPS en sangre ya que en las mujeres estaban incrementados
significativamente los niveles de TNF-a e IL-6, mientras que en los varones se encontro
un mayor incremento de la citocina anti-inflamatoria 1L-10. Ward y cols'*®, en un
intento de buscar una relacion entre los cambios que se producen a nivel periférico con
las alteraciones en determinadas regiones cerebrales, llegaron a conclusiones algo
dispares respecto a las mencionadas: en un modelo animal los niveles de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6) estaban elevados en la microglia, y en sangre
periférica de ratones jovenes sometidos a binge drinking, mostrando los machos un
incremento significativo de los valores del TNF-a frente a los controles, mientras que en
hembras estos valores eran significativamente inferiores con respecto a los controles.

También constataron en el plasma niveles elevados de IL-6 y disminuidos de IL-10,

aunque estos valores no alcanzaron a ser significativos.

Recientemente, y centrandonos en el impacto del alcohol en el desarrollo

cerebral, el grupo de la Dra. Guerri (Centro de Investigacion Principe Felipe, Valencia)

103



Discusion

ha publicado varios estudios en los cuales, como hemos mencionado previamente, el
consumo intensivo de alcohol o binge drinking provoca un efecto inflamatorio.
Concretamente, estos investigadores han observado una elevacion en los valores del
TNF-0, IL-1B en el cortex prefrontal al comparar ratones no modificados genéticamente
frente a ratones knockout para el TLR4!. También se ha relacionado la expresion del
TLR4 con los niveles de etanol en sangre, analizando la respuesta de macrofagos
peritoneales sometidos a diferentes concentraciones de etanol. De esta forma, mientras
las concentraciones bajas/moderadas en sangre de alcohol inducian la expresion del
TLR4, y como consecuencia efecto inflamatorio (elevacion del TNF-a, IL-1f e IL-
12B), niveles altos de etanol en sangre inhibian la capacidad de activacion de dicho

receptor!?’.

Estos hallazgos son superponibles a los detectados indirectamente en
nuestro estudio, porque aunque el disefio de éste no se realizd para determinar la
relaciéon entre el nivel de alcohol en sangre y la expresion de citocinas, cuando
analizamos la linea de regresion entre estos parametros, observamos como, para ambos
géneros, existe una fuerte correlacion. Sin embargo, con niveles elevados en sangre,
como por ejemplo, por encima de 3 g/L, la deteccion de citocinas en sangre es menor
que por ejemplo con niveles de 2 g/ de etanol. Este efecto paraddjico de
concentraciones elevadas de alcohol, puede ser explicado por el efecto bifasico de esta
sustancia en la activacion del TLR4, ya que a concentraciones elevadas puede alterar las

estructuras de las lipid rafts’*®

impidiendo la activacion de su cascada inflamatoria,
mientras que a concentraciones bajas o moderadas, produce una activacion de dicho
receptor. Nuestro estudio no nos permite determinar cudl seria el nivel de etanol en

sangre en el que se produce ese punto de inflexioén de activacion a inhibicion del sistema

inmune innato, resultando dificil disefiar un estudio que valore este apartado dadas las
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consideraciones €ticas que implica promover la ingesta de una cantidad muy elevada de

etanol.

En todo caso, resulta de particular interés este posible efecto bifasico debido a
que los estudios previos realizados en este ambito se han centrado principalmente el
efecto anti-inflamatorio del alcohol. Asi, aunque resulta claro a la luz de nuestros datos
y de otros trabajos previos que el consumo agudo de alcohol induce una respuesta
inflamatoria aguda tanto en sangre como a nivel cerebral, existen numerosos estudios
que han mostrado el efecto anti-inflamatorio del consumo agudo de alcohol. Asi, Szabo
y cols®® demostraron el descenso de la produccion de IL-6 e IL-12 y el incremento de la
IL-10 en estudios realizados en monocitos humanos in vitro. Estos datos también se

observaron en el trabajo de Pruett y cols®®7

, explicandolo por la capacidad inhibitoria
del alcohol sobre el TLR4, al alterar la estructura de las /ipid rafts y su capacidad para el
reclutamiento de los receptores necesarios para su activacion’. Aunque estos estudios
han sido realizados in vitro, este efecto bifasico que el alcohol ejerce sobre el sistema
inmune también ha sido encontrado, como hemos mencionado previamente, en el
estudio de Afshar y cols®. En su trabajo utilizaron voluntarios sanos que consumieron
alcohol, cumpliendo los criterios de la NIAAA que definen binge drinking, y
determinaron niveles de citocinas y contaje de diferentes tipos celulares en sangre
periférica a los 20 minutos, a las 2 y 5 horas posteriores de la ingesta. Asi, observaron
como a los 20 minutos existia un incremento en la circulacion de leucocitos, monocitos
y células natural killer, con una mayor sensibilidad a LPS y capacidad de produccion
de TNF-a. Sin embargo a las 2 y 5 horas de la ingesta, cuando los niveles de alcohol se
habian reducido entre un 40-70%, los sujetos mostraron una reduccion en la circulacion

de los monocitos y de las células natural killer, una capacidad de induccion por LPS

menor y un incremento en la produccion de la IL-10. Por lo tanto, estos datos muestran
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cémo un unico episodio de consumo intensivo de alcohol o binge drinking ejerce un
efecto temprano pro-inflamatorio sobre el sistema inmune innato seguido en el tiempo
de una respuesta anti-inflamatoria. Podriamos relacionar los resultados de ambos
estudios y los nuestros, teniendo en cuenta en primer lugar que el nivel de alcoholemia
fue mucho mas bajo en el estudio de Asthar (la media de la concentracién de alcohol en
sangre en su nivel mas alto fue de 1,29g/L) que en nuestro trabajo (media de alcohol en
sangre de 2,37g/L). Asi mismo, en nuestro estudio el consumo de alcohol se realizé con
toda probabilidad durante un periodo de tiempo prolongado en lugar de como dosis

unica, siendo la extraccion de sangre realizada en un punto diferente para cada paciente.

Es de destacar que en nuestro trabajo no hemos encontrado un incremento en los
niveles plasmaticos de TNF-a 0 de su ARNm, tanto en casos frente a controles o en los
grupos de mujeres o de varones, al contrario de lo que cabria esperar por los resultados
de las otras citocinas y por estudios previos que muestran el papel clave del TNF-a en la

inflamacion asociada al consumo crénico de alcohol®

. Aunque no podemos elaborar
una hipoétesis clara para explicar este resultado, el efecto combinado de la exposicion
aguda a etanol y a LPS activa de forma potencial numerosas vias inflamatorias asi como
mecanismos de regulacién anti-inflamatorios que pueden determinar finalmente el
hallazgo encontrado. Los estudios realizados in vitro no abarcan la complejidad del
modelo en humanos de intoxicacion alcoholica, pero la exposicion aguda a etanol en
monocitos humanos inhibi6 la transcripcion de los genes del factor NF-kB, y por tanto
la produccion del TNF-a®. Al mismo nivel, también in vitro, al exponer a etanol
macrofagos procedentes de sangre periférica a diferentes dosis y periodos de tiempo, la
exposicion cronica elevaba la produccion de proteinas de estrés como hsps90, que

estimulaba a su vez la transcripcién del gen de NF-«xB, y por tanto aumentaban los

niveles de TNF-a. Sin embargo, cuando la exposicion al etanol era de forma aguda, la
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proteina de estrés que se elevaba era la hsps70 que inhibia la expresion del gen NF-
kB’8. Ademis de la posible influencia del etanol sobre la expresion de TNF- o a nivel
transcripcional, existen también estudios in vitro de lineas celulares humanas, en los que
se relacionan los valores bajos del TNF-a en sangre periférica en el consumo agudo de
alcohol, porque esta sustancia, a concentraciones elevadas, es capaz de inhibir la enzima
de conversion del TNF-a (TACE), encargada de liberar dicha citocina al plasma
sanguineo!®*16!, Estos trabajos muestran la complejidad de la regulacion de la expresion
de TNF-a en el consumo agudo de alcohol y la posibilidad de que estimulos claramente
pro-inflamatorios como el incremento de LPS se contrarresten por otros mecanismos

pro-inflamatorios.

Como consecuencia de todos estos datos y de la revision de los estudios previos,
podemos afirmar por tanto, que los episodios de intoxicacion etilica provocan en
mujeres jovenes un claro efecto pro-inflamatorio en sangre periférica mediado
principalmente por TLR4 y determinado por un incremento de numerosas citocinas en
plasma, lo que puede estar asociado con la neuroinflamacion inducida por binge
drinking. Sin embargo, el efecto del consumo agudo de alcohol sobre el sistema inmune
es de gran complejidad, y resulta dificil en nuestro estudio valorar la implicacién de
otras vias distintas del TLR4, asi como el posible efecto inhibitorio sobre la respuesta
inmune del consumo de alcohol. Es posible, por tanto, que en funcién de la cantidad y
del patrén del consumo de alcohol asi como del tiempo transcurrido desde el consumo,
que pueda producirse también un efecto anti-inflamatorio o, al menos, de supresion de

la respuesta inmune.
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Conclusiones

Los pacientes sometidos a CIA o binge drinking presentan una activacion de la
respuesta inmune innata o estado pro-inflamatorio mediado, al menos en parte,
por la via del receptor TLR4. Ello se manifiesta por un incremento en sangre
periférica, respecto a controles sanos, de la expresion de ARNm de dicho receptor
y de los niveles plasméaticos y de ARNm de citocinas pro-inflamatorias.

La expresion del ARNm de TLR1 y de TLR2 no es diferente en casos con CIA o
binge drinking respecto a controles.

La expresion de ARNm de la IL-8 en sangre periférica fue significativamente
mayor en casos con CIA que en los controles y también en el grupo de las mujeres
frente a sus controles. La expresion de ARNm de la IL-1B fue significativamente
mayor so6lo en el grupo de las mujeres con CIA. No se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de valores del ARNm del TNF-a
entre los casos y los controles.

Las mujeres presentan una mayor respuesta pro-inflamatoria que los varones tras
un episodio de CIA o binge drinking.

Se detectaron niveles elevados en plasma de citocinas y quimiocinas (IL-1f, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, INF-y, fractalquina, MCP-1 y MIP-1a) en
las mujeres con CIA o binge drinking frente a las mujeres controles, siendo esta
diferencia estadisticamente significativa. En varones con CIA, so6lo se detectaron
incrementadas significativamente frente a los controles, la IL-4, la IL-6, CSF y la

fractalquina.
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