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Resumen

1. RESUMEN

Introduccion

Los efectos beneficiosos para la salud humana derivados del consumo de
etanol a dosis moderadas podrian derivarse, en parte, a la interaccion de
este sobre las vias de degradacion oxidativa de la dopamina, que inducirian
una mayor formacién del metabolito minoritario hidroxitirosol (OHTyr o
DOPET). El OHTyr constituye el principal antioxidante del aceite de oliva, y
Su consumo en esta matriz ha demostrado reducir la oxidacién de lipidos y
prevenir la aparicion de eventos cardiovasculares. El vino, ademas del
etanol, contiene fenoles como el tirosol (Tyr), y minimas cantidades de
OHTyr.

Métodos

Objetivos: (i) Establecer el papel del etanol en la generacién de OHTyr, (i)
Evaluar la relevancia de la dosis de etanol en la generacion de hidroxitirosol
endogeno. (iii) Establecer la contribucién de los distintos componentes del
vino en las concentraciones de OHTyr en el organismo y sus efectos

biolégicos. Se seleccionaron voluntarios sanos varones de 18 a 55 afios.

Se disefaron dos estudios (DOPET 1 y 2) que englobaron cada uno de ellos
tres ensayos clinicos piloto y uno definitivo, con asignacién aleatoria de los
tratamientos, cruzados y controlados con placebo. En el primer estudio se
incluyeron 24 sujetos y se administraron diferentes dosis de etanol de grado
farmacéutico (0, 6, 12, 18, 24, 30 y 42 g). En el segundo estudio se
incluyeron un total de 40 sujetos y se administraron vino (13° o 8°), vino
desalcoholizado (0°), vodka (40°) y placebo (agua). Se disefd
posteriormente un estudio en animales con sus diversos precursores
(tiramina, tirosina, tirosol) para poder interpretar mejor los resultados en
humanos. La variable principal fue la excrecion urinaria de OHTyr. Otras

variables fueron el tirosol y metabolitos de la dopamina en orina, las



Resumen

concentraciones de etanol, perfil lipidico, glucosa, biomarcadores de
oxidacion de lipidos y biomarcadores de inflamacion en sangre, asi como
los efectos subjetivos del etanol, el rendimiento psicomotor y las constantes

vitales.
Resultados

En DOPET 1 se observo que la excrecion urinaria de OHTyr aumentaba con
la dosis de alcohol administrada. En DOPET 2 se observo que la excreciéon
urinaria de OHTyr era mayor tras la administracion de vino que con el vino
desalcoholizado, la de vino desalcoholizado superior a la del vodka (alcohol)
y la del vodka superior a la del placebo (agua). Con el vino se llegé a
recuperar el 420% de la dosis administrada. En el estudio en animales se

observé que parte del Tyr administrado se recuperaba en forma de OHTyr.
Conclusiones

La administracion de etanol produce un cambio en el metabolismo de la
dopamina, que conduce, de forma dosis-dependiente, a la generacion
enddgena de OHTyr. A su vez, los diferentes componentes del vino
(fenoles, etanol) producen cambios especificos en las concentraciones de
OHTyr. Los efectos beneficiosos del consumo de dosis bajas de vino o
alcohol podrian explicarse en parte por la produccion enddégena de

hidroxitirosol.
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Introduccion

3. INTRODUCCION
3.1 EL ALCOHOL
3.1.1 Epidemiologia

La palabra alcohol en este trabajo se refiere al alcohol etilico o etanol
(CH30H).

Segun el Plan Nacional sobre Drogas (PNSD), el alcohol es la droga legal
mas consumida en Espafia. En nuestro pais el consumo de alcohol ha
seguido tradicionalmente el patrén mediterrdneo. Es decir, un consumo
moderado de alcohol principalmente en forma de vino tinto y repartido a lo
largo de la comidas (Gea 2014). En el este de Europa tipicamente se

consumian mas destilados y en el norte mas cerveza.

Sin embargo, los habitos de consumo estan cambiando del tradicional
patrén de consumo estable y regular, hacia el binge drinking, caracterizado
por una concentracién del consumo durante los fines de semana con

preferencia por la cerveza y los combinados.

Segun la Encuesta Domiciliaria sobre Alcohol y Drogas en Espafa (PNSD,
EDADES 2011) que se realiza en poblacion de 15-64 afios residente en
hogares familiares, la edad media de inicio en el consumo de alcohol esta
entre los 16-17 afios. El 76,6% de los encuestados admitieron haber
consumido alcohol en los ultimos 12 meses, el 62,3% en los ultimos 30 dias
y el 10,2% diariamente en los Ultimos 30 dias. Ademas el 32,6% reconocio
haberse intoxicado (binge drinking) alguna vez durante esos ultimos 30

dias.

En la Encuesta Estatal sobre uso de Drogas en Ensefianzas Secundarias
(PNSD, ESTUDES 2012), que se realiza en poblacion de 14-18 afios y que
incluyé en 2012/13 un total de 27.503 estudiantes de 747 centros
educativos publicos y privados y 1.523 aulas, la edad media de inicio en el

consumo de alcohol esta entre los 13-14 afios. El 81,9% de los encuestados
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admitieron haber consumido alcohol en los dltimos 12 meses, el 74% en los
ultimos 30 dias. El porcentaje fue similar en hombres y mujeres. Ademas el
30,8% reconocié haberse intoxicado (binge drinking) alguna vez durante
esos ultimos 30 dias. Las borracheras fueron mas frecuentes a mayor edad
(26% en el Ultimo afio a los 14 afios y 63% en el Ultimo afio a los 17 afos).
Ademas el 62% admitié haber hecho "botellén” en el Ultimo afio. Los lugares
de consumo mas frecuente fueron bares o pubs, discotecas y espacios
publicos. EI alcohol se obtuvo sobre todo en locales de ocio y

supermercados.

La graduacion alcoholica de una bebida es la proporcién de alcohol para un
volumen dado de la misma. Por ejemplo, un litro de vino (1000 ml) de 12
grados alcohdlicos contiene un 12% de alcohol absoluto, es decir, 120 ml.
Considerando los gramos de alcohol, serian 96 gramos de alcohol absoluto.
La forma de poder cuantificar de forma sencilla y rapida la cantidad de
alcohol que consume un individuo es mediante el uso de las unidades de
bebida estandar (UBE). Cada UBE contiene unos 10 gramos de alcohol
puro en Espafia, aunque oscila entre 8 y 13 gramos de alcohol puro segun

el pais.

En la siguiente tabla se puede observar la correspondencia en UBE de

distintas consumiciones.



Tabla 1. UBE correspondientes a cada consumicion (Alvarez 2004).
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Tipo de Volumen Graduacion Alcohol UBE
bebida (ml) alcohdlica (°) absoluto (g)
Fermentadas
Vino Vaso = 100 10-15 9,6 1
Cerveza Cafa = 200 4-9 8 1
Sidra Vaso = 100 3-8 8 1
Cava Vaso = 100 10-15 9,6 1
Destiladas
Ginebra Copa =50 40-42 16 2
Ron Copa =50 40-42 16 2
Whisky Copa =50 40-45 16,6 2

Se considera consumo de riesgo de alcohol el consumo de = 4 UBE/dia en
hombres y = 2-2,5 UBE en mujeres, asi como cualquier consumo en el caso
de mujeres embarazadas, menores de edad (<18 afios) y personas con
actividades, enfermedades y tratamientos que desaconsejen su consumo

(Comisién Clinica 2007).
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3.1.2 Mecanismo de accién, efectos farmacoldgicos y toxicos

El alcohol es una sustancia psicotropica que, a diferencia de la mayoria de
drogas y medicamentos, no tiene un lugar especifico de accién. Actlia sobre
varios érganos y sistemas pero principalmente sobre el sistema nervioso
central. Interfiere sobre diversos sistemas de neurotransmisores alterando el
delicado equilibrio entre la neurotransmision inhibidora y la excitadora. Se
ha descrito que el alcohol favorece la accidbn de neurotransmisores
inhibidores (GABA-receptores GABA,, glicina-receptores de glicina) o de
neuromoduladores (adenosina) y que disminuye la accién de
neurotransmisores excitadores (glutamato-receptores NMDA). Ademas el
alcohol ejerce sus propiedades reforzadoras mediante su accion sobre el
sistema dopaminérgico, liberando dopamina en el ndcleo accumbens
(Valenzuela 1997, Edkadt 1998, Boileau 2003).

Los efectos del alcohol sobre el sistema nervioso central dependen de la
dosis. A dosis bajas el alcohol produce desinhibicién y euforia mientras que
a dosis moderadas-altas produce sedaciéon. Los efectos subjetivos del
alcohol (sensacién de borrachera) dependen de la dosis, la tolerabilidad de
cada individuo y del género. Las mujeres en general presentan mayor
afectacién tras el consumo de una misma dosis de alcohol (Mumenthaler
1999). Ademas el alcohol tipicamente produce una alteracion del
rendimiento psicomotor y, en consencuencia, de la capacidad de conducir
vehiculos. El rendimiento psicomotor se altera levemente con alcoholemias
de 0,3 a 0,5 g/l, moderadamente con alcoholemias de 0,5 a 1 g/l y

gravemente a partir de este limite (Alvarez 2004).

El consumo continuado de alcohol se acompafia de complicaciones graves
y es una de las causas mas importantes de mortalidad. Los grandes
bebedores sufren una degeneraciébn neuroldgica con demencia y
neuropatias periféricas. El consumo de alcohol produce a largo plazo una
hepatopatia que progresa a la cirrosis y la insuficiencia hepatica. Ademas el

alcohol afecta al corazén y sistema cardiovascular y el sistema digestivo.
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Realmente afecta a todos los sistemas organicos. La exposicién a alcohol
en las embarazadas puede conducir al sindrome alcohdlico fetal (Florez
2014).

El alcohol produce intoxicacion, adiccién (trastorno por consumo, antes
llamada dependencia), tolerancia y provoca un sindrome de abstinencia
muy grave. Otros trastornos mentales asociados al alcohol son: trastornos
psicéticos, trastornos bipolares, trastornos depresivos, trastornos de
ansiedad, trastornos del suefio, disfunciones sexuales, sindrome
confusional y trastornos neurocognitivos. El trastorno por consumo de
alcohol es también muy frecuente en patologia dual (American Psychiatric
Association 2013).

A continuacién se enumeran los criterios de diagndsticos de trastorno por

consumo de alcohol, segun DSM-V.

Trastorno por consumo de alcohol

Un modelo problematico de consumo de alcohol que provoca un deterioro o
malestar clinicamente significativo y que se manifiesta al menos por dos de

los hechos siguientes en un plazo de 12 meses:

1. Se consume alcohol con frecuencia en cantidades superiores o durante
un tiempo mas prolongado del previsto.

2. Existe un deseo persistente o esfuerzos fracasados de abandonar o
controlar el consumo de alcohol.

3. Se invierte mucho tiempo en las actividades necesarias para conseguir
alcohol, consumirlo o recuperarse de sus efectos.

4. Ansias o0 un poderoso deseo o necesidad de consumir alcohol.

5. Consumo recurrente de alcohol que lleva al incumplimiento de los

deberes fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar.
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6. Consumo continuado de alcohol a pesar de sufrir problemas sociales o
interpersonales persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por
los efectos del alcohol.
7. El consumo de alcohol provoca el abandono o la reduccion de
importantes actividades sociales, profesionales o de ocio.
8. Consumo recurrente de alcohol en situaciones en las que provoca un
riesgo fisico.
9. Se contindla con el consumo de alcohol a pesar de saber que se sufre un
problema fisico o psicolégico persistente o recurrente probablemente
causado o exacerbado por el alcohol.
10. Tolerancia, definida por alguno de los siguientes hechos:
a. Una necesidad de consumir cantidades cada vez mayores de
alcohol para conseguir la intoxicacion o el efecto deseado.
b. Un efecto notablemente reducido tras el consumo continuado de
la misma cantidad de alcohol.
11. Abstinencia, manifestada por alguno de los siguientes hechos:
a. Presencia del sindrome de abstinencia caracteristico del alcohol
(véanse los Criterios A 'y B de la abstinencia de alcohol).
b. Se consume alcohol (o0 alguna sustancia muy similar, como una

benzodiacepina) para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia.

Los criterios diagnésticos de abstinencia de alcohol, segin DSM-V, se

enumeran a continuacion.

12
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Abstinencia

A. Cese (0 reduccién) de un consumo de alcohol que ha sido muy intenso y

prolongado.

B. Aparecen dos (0o mas) de los signos o sintomas siguientes a las pocas
horas o pocos dias de cesar (o reducir) el consumo de alcohol descrito en el
Criterio A:

1. Hiperactividad del sistema nervioso auténomo (p. €j. Sudoracion o ritmo
del pulso superior a 100 Ipm).

2. Incremento del temblor de las manos.

3. Insomnio.

4. Nauseas 0 vomitos.

5. Alucinaciones o ilusiones transitorias visuales, tactiles o auditivas.

6. Agitacion psicomotora.

7. Ansiedad.

8. Convulsiones tonico-clonicas generalizadas.

C. Los signos o sintomas del Criterio B provocan un malestar clinicamente
significativo o deterioro en lo social, laboral u otras areas importantes del

funcionamiento.

D. Los signos o sintomas no se pueden atribuir a otra afeccion médica y no
se explica mejor por otro trastorno mental, incluida la intoxicacion o

abstinencia por otra sustancia.

Dado que en esta tesis se administraron dosis Unicas de etanol que
produjeron, dependiendo de la dosis, una intoxicacion aguda entre leve-
moderada, a continuaciobn se especifican los criterios diagndsticos de

intoxicacion por etanol segin el DSM-V.
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Intoxicacién por alcohol

A. Ingesta reciente de alcohol.

B. Comportamiento problematico o cambios psicoldgicos clinicamente
significativos (p. ej. comportamiento sexual inapropiado o agresivo, cambios
de humor, juicio alterado) que aparecen durante o poco después de la
ingestion de alcohol.

C. Uno (o mas) de los signos o sintomas siguientes que aparecen durante o

poco después del consumo de alcohol:

1. Habla pastosa.

2. Incoordinacion.

3. Marcha insegura.

4. Nistagmo.

5. Alteracion de la atencion o de la memoria.

6. Estupor o coma.

D. Los signos o sintomas no se pueden atribuir a otra afeccién médica y no
se pueden explicar mejor por otro trastorno mental, incluida una intoxicacion

con otra sustancia.
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3.1.3 Farmacocinética

(Alvarez 2004, Pascual 2012, Maenhout 2013, Flérez 2014)

3.1.3.1 Farmacocinética del alcohol

El alcohol administrado por via oral se absorbe mayoritariamente en el
intestino delgado y en menor proporcion en el estbmago. Es una molécula
muy hidrosoluble y se distribuye por todo el agua corporal. Se metaboliza
esencialmente por oxidacion hepética en un 92-95%. Mas del 90% del
alcohol sufre metabolismo hepatico (ver secciones posteriores). Entre el 2 y
el 10% del etanol, dependiendo de la cantidad ingerida, se elimina sin
metabolizar por la respiracion, la orina y el sudor. Estas cantidades minimas
permiten determinar indirectamente la alcoholemia, especialmente en aire

mediante etilémetros.

La semivida de eliminacién del alcohol es variable dependicendo de la
dosis. A dosis bajas es de una hora.

3.1.3.2 Metabolismo oxidativo del alcohol

El alcohol se metaboliza esencialmente por oxidacion hepatica en un 92-
95%. La mayor parte del alcohol se metaboliza en acetaldehido mediante
tres enzimas: la alcohol deshidrogenasa (ADH), el sistema oxidativo
microsomal del etanol o MEOS (citocromo P-450 isoenzima 2E1l) y el
sistema catalasa-peroxidasa. Todos ellos transforman el alcohol en

acetaldehido.

En personas no alcohdlicas el 90-95% de la oxidacion del alcohol se
produce mediante la ADH. La dotacion enzimatica de ADH es limitada, de
modo que existe una capacidad fija para metabolizar el alcohol (120
mg/kg/h o 8-10 g/h). Cuando se supera esta cantidad el sistema se satura y
el alcohol se acumula, resulando en una cinética de orden cero o no lineal.
Un 10% del etanol, 0 mas con alcoholemias altas, es oxidado por el sistema
de oxidasas mixtas microsomicas del reticulo endoplasmico liso hepatico

(MEQS); este complejo enzimatico presenta cinética de orden uno o lineal
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(velocidad de eliminacion dependiente de concentracién) y es autoinducible,
siendo responsable de la mayoria de las interacciones medicamentosas que
se observan con el etanol. Globalmente, el alcohol presenta por ello una
cinética tipo mixto o de Michaelis-Menten (lineal a dosi bajas y no lineal a
dosi moderadas o altas).

A su vez el acetaldehido se transforma en é&cido acético mediante la
aldehido-deshidrogenasa (ALDH), en un 75%, enzima que presenta un
polimorfismo genético con nula actividad metabdlica que conduce a
concentraciones mayores de acetaldehido y efectos indeseados, y mediante

la aldehido-oxidasa en un 25%.

Como se ha comentado, el alcohol se elimina rapidamente del cuerpo (0,1-
0,25 g/l/h) y su deteccién en sangre, orina o aire espirado no es Util para
identificar a los pacientes abstinentes ya que, incluso tras la ingesta de altas

dosis, en pocas horas resulta indetectable.

3.1.2.3 Metabolismo no oxidativo del alcohol

Una pequefia parte del alcohol puede ser eliminado inalterado por vias
accesorias (~5%) como son el rifién (orina), la piel (sudor) y el pulmén
(respiracién), o bien seguir un metabolismo no oxidativo (<2%). Los
metabolitos no oxidativos del etanol, entre otros, son el etilglucurénido
(EtG), el etilsulfato (EtS) y los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE). En
comun estos metabolitos tienen una semivida de eliminacién mas larga que
la del etanol. Pueden detectarse a lo largo de horas-dias, segun la cantidad
de alcohol ingerida y el metabolito concreto. Los FAEE en sangre se
detectan hasta 24 horas después del consumo mientras que el EtG/EtS en
orina hasta 5 dias (Wurst 2003).
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Figura 1. Metabolismo oxidativo y no oxidativo del alcohol (Maenhout 2013).
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3.1.2.4 Influencia del género, el tabaco y los medicamentos en el
metabolismo del alcohol

Las mujeres absorben, metabolizan y eliminan el alcohol de forma distinta a
los hombres. Tienen concentraciones mas altas al consumir la misma
cantidad de alcohol, incluso cuando las dosis se ajustan al peso
(Mumenthaler 1999). Este hecho se puede explicar en parte por las
diferencias en agua corporal entre ambos sexos, que es menor en las
mujeres (siendo mayor el porcentaje de grasa), de modo que en ellas
disminuye el volumen de distribucion del alcohol. Otro factor a considerar es
que las mujeres podrian tener menor actividad de la enzima ADH en el
estdbmago que los hombres, y asi un mayor porcentaje del alcohol ingerido

alcanzaria la sangre (mayor biodisponibilidad del alcohol en las mujeres).

Segun los resultados de estudios previos la fase del ciclo menstrual
(folicular o luteal) probablemente no influencia en la farmacocinética del
alcohol (Dettling 2010, Mumenthaler 1999). A su vez, aunque inicialmente
se sugirié un efecto de los anticonceptivos orales en el metabolismo del
alcohol (Jones 1984), estudios més recientes no han logrado replicar esos
datos (Mumenthaler 1999, Sarkola 2002, King 2005).

Al fumar disminuye la concentracion maxima de alcohol y se retrasa su
absorcion, debido a la influencia del tabaco en el vaciado géastrico (Johnson
1991). Un estudio demostro diferencias en la tasa de eliminacion del alcohol
entre sujetos fumadores de mas de 25 cigarrillos al dia y no fumadores
(Kopun 1977). No parece que dosis inferiores modifiquen farmacocinética

del alcohaol.

El alcohol puede interaccionar con algunos medicamentos especialmente
los sedantes del sistema nervioso central o aumentar-disminuir su

metabolismo por induccién—inhibicién metabdlica (Fl6rez 2014).
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3.1.4 Efectos beneficiosos del consumo leve-moderado de alcohol
parala salud

3.1.4.1 Enfermedad cardiovascular y mortalidad

La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en todo el
mundo y en la mayoria de los casos es secundaria a la arteriosclerosis, un
proceso degenerativo de las arterias producido por el estrés oxidativo y un
estado cronico de inflamacién. Los factores de riesgo para esta enfermedad
son el tabaco, la diabetes, la hipertension arterial, el aumento del colesterol
en sangre, la obesidad, los antecedentes familiares y la vida sedentaria. El
consumo moderado de alcohol esta inversamente asociado a estos factores
de riesgo y ademas, se ha observado que reduce la aparicion de eventos

cardiovaculares (Arredondo 2014).

Segun los resultados de los estudios epidemiolégicos un consumo de leve a
moderado de alcohol (una bebida al dia para las mujeres y hasta dos en los
hombres) reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular (insuficiencia
cardiaca, cardiopatia isquémica, accidente cerebrovascular), de demencia,
de depresion y de diabetes. A su vez disminuye la mortalidad por todas las
causas y por causa cardiovascular (Di Castelnuovo 2006, Ronskley 2011,
Vasanthi 2012, Gea 2013, O’'Keefe 2014).

En el metaanalisis de Di Castelnuovo (Figura 2) se describi6 que el
consumo de leve a moderado de alcohol se asocia a una disminucion de la
mortalidad, obteniéndose la maxima proteccion con una bebida en las
mujeres (reduccion de la mortalidad de un 18%) y de una a dos bebidas
diarias en los hombres (reduccion de un 17%). Como se puede observar en
la figura 2 los beneficios para la salud y los resultados adversos derivados
del consumo de alcohol siguen una curva dosis-efecto en forma de J. Esta
curva, a su vez, puede ser modificada por los patrones de consumo (Di
Castelnuovo 2006, Gea 2014).
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La American Heart Association recomienda limitar el alcohol al consumo de
una bebida en las mujeres y dos bebidas en los hombres, consumidas

preferentemente durante las comidas (Liechtenstein 2006).

Ingestas superiores a 2,5 bebidas diarias (UBE) en las mujeres o 4 bebidas
diarias en los hombres se han asociado con tasas de mortalidad mas altas
de forma dosis-dependiente (Di Castelnuovo 2006). Como se ha comentado

anteriormente, sobrepasar estos limites se considera un consumo de riesgo.

Figura 2. Consumo de alcohol y riesgo relativo de muerte.
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En prevencién secundaria (sujetos que ya han padecido un evento
cardiovascular) otro metaanalisis reflej6 que dosis entre 5 y 25 g/dia de
alcohol reducen la mortalidad cardiovascular y por todas las causas, con

méxima proteccion entre los 5y 10 g (Costanzo 2010).

En caso del alcohol, como con la mayoria de sustancias, la dosis es la que

hace la diferencia entre el efecto protector y el toxico. De hecho, la
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Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) responsabiliza al alcohol de un
5.9% de todas las muertes. Y un consumo excesivo de alcohol se ha
relacionado la apariciébn de cirrosis, convulsiones, accidentes, violencia,
cancer de colon y recto, mama, laringe e higado. Como se ha comentado
anteriomente ademas el alcohol es una sustancia capaz de generar
conductas adictivas y dependencia (Informe sobre alcohol PNSD 2007,
Pascual 2012, Informe OMS 2014).

3.1.4.2 Mecanismos cardioprotectores del alcohol

Aunque se han propuesto varios mecanismos para explicar los beneficios
para la salud derivados del consumo leve-moderado de alcohol, en general
son todavia poco conocidos.

La proteccion a nivel cardiovascular se podria explicar por una mejoria de la
sensibilidad a la insulina y disminucioén de la insulina en suero, asi como por
un estado procoagulante disminuido (disminucion de varios factores de
coagulaciéon) y una capacidad fibrinolitica mayor (disminucion del inhibidor

del activador del plasmindgeno 1, PAI-1) debidos al consumo de alcohol.

A su vez con el consumo leve-moderado de alcohol también se ha
observado una reduccion de la inflamacion y un aumento del colesterol HDL
(lipoproteinas de alta densidad) de forma dosis-dependiente (Standridge
2004, Booyse 2007, Mukamal 2012, Arredondo 2014). Este aumento de las
HDL ha sido considerado clasicamente el mecanismo mas importante por el

cual el alcohol es cardioprotector.

En un estudio epidemioldgico en el que se estudid la relacion entre la dieta 'y
la aparicion de eventos cardiovasculares se observd que los franceses
presentaban menos muertes por enfermedad cardiovascular en
comparacién con otros paises a pesar de seguir una dieta rica en grasas
saturadas (Renaud 1992). A este fendmeno se le bautiz6 como la paradoja

francesa y se atribuy6 al consumo de vino de esta poblacion. A partir de ese
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momento aumento el interés por el componente no alcohdlico del vino como

posible responsable de sus efectos protectores a nivel cardiovascular.

Hoy en dia todavia existe una gran controversia en si atribuir los efectos
cardioprotectores directamente al alcohol, o bien al tipo de bebida alcohdlica
consumida, principalmente el vino, en combinacion con otros factores
relacionados con el estilo de vida, el ejercicio, la dieta o el habito tabaquico
(Hansen 2005, Schréder 2009).
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3.2 LOS FENOLES

Los principales componentes de la dieta Mediterranea son el aceite de oliva
(como fuente principal de grasas), la fruta, las verduras, el vino (consumo
moderado) y el pescado. En la dieta existen macroconstituyentes
(proteinas, hidratos de carbono, lipidos) y microconstituyentes. Los
microconstituyentes se dividen a su vez en micronutrientes como los
carotenoides, folatos, acido ascoérbico, tocoferoles, etc, y l1os no nutrientes,

como son los compuestos fendlicos.

En estudios de intervencién se ha demostrado que la dieta Mediterranea
tiene efectos beneficiosos en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares o el cancer (Trichopoulou 2003, Estruch 2006, Fité 2007b,
Estruch 2013). Recientemente, en un ensayo clinico multicéntrico realizado
en la Union Europea se pudo demostrar que los efectos beneficiosos para la
salud del aceite de oliva (uno de los principales ingredientes de la dieta)
eran atribuibles no tan solo a su composicion en acidos grasos
monoinsaturados (MUFA, como el acido oleico) y vitaminas (carotenoides,

vitamina E) sino también a su contenido en fenoles (Covas 2006a).

Los compuestos fendlicos son compuestos organicos que contienen al
menos un grupo fenol en sus estructuras moleculares, un anillo aromatico
unido a al menos un grupo funcional. Los polifenoles se caracterizan por la
presencia de mas de un grupo fenol por molécula. Son producidos por las
plantas y microorganismos, y pueden clasificarse a grandes rasgos en

flavonoides y no flavonoides (Whaterhouse 2002).

Los compuestos fendlicos mayoritarios del aceite de oliva son no
flavonoides, derivados de los secoiridoides. La oleuropeina es el éster del
acido elendlico con el hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) y el ligstrésido
es el éster del acido elendlico con el tirosol (4-hidroxifeniletanol). El
componente glucidico de estos glucdsidos se pierde por accion de una

glucosidasa durante la maduracion de las aceitunas, asi se generan los
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correspondientes aglicones que son menos polares que los glicésidos de
partida. Los aglicones y sus derivados, entre ellos tirosol e hidroxitirosol
(fenoles simples), son los principales compuestos fendlicos del aceite de
oliva virgen (VOO). El compuesto fendlico prototipico del aceite de oliva es
el hidroxitirosol (Gimeno 2002). La concentracion de fenoles en un aceite
virgen varia entre 50-800 mg/kg debido a que depende de muchos factores:
variedad de aceituna, condiciones ambientales, métodos seguidos para

obtener el aceite o condiciones de almacenamiento de éste.

Los compuestos fendlicos del vino incluyen favonoides y no flavoinoides,
con un contenido total de 1,2 a 3 g /I. Entre ellos se encuentran los acidos
fendlicos (cumarinico, cinamico, cafeico, gentisico, ferdlico y vanilico) y los
flavonoides (catequinas, quercitina y resveratrol). EI compuesto fendlico
prototipico en el caso del vino es el resveratrol (de la Torre 2007).
Recientemente se ha descrito que el vino contiene también hidroxitirosol,
aunque en mucha menor cantidad que el aceite (Pifieiro 2011). El
resveratrol es un polifenol mientras que el hidroxitirosol y el tirosol, como se
ha comentado previamente, son fenoles. En esta memoria se usara la
palabra fenol para referirnos a los compuestos fendlicos, sin hacer

distinticién entre los fenoles y los polifenoles.

En los dltimos afios se han realizado mdltiples estudios para evaluar la
actividad biologica in vitro y en modelos animales de los compuestos
fendlicos. En este sentido tanto el hidroxitirosol como el resveratrol han
demostrado tener efectos antiagregantes, antiinflamatorios, antioxidantes,
antiproliferativos, pro-apoptéticos y antimicrobianos (Tomé-Carneiro 2013b,
Granados-Principal 2010, Hashimoto 2004, Chiva-Blanc 2013b).

También se han realizado estudios en humanos administrando los fenoles
en forma de aceite, vino 0 extractos de los mismos. Estos estudios han
demostrado que los fenoles se absorben de forma dosis dependiente

(Weinbrener 2004, Visioli 2000) en humanos y que pueden ser detectados
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en plasma u orina. Sin embargo son poco biodisponibles. Aparecen
mayoritariamente conjugados (por un importante metabolismo intestinal y
hepatico) y la forma libre, la que se supone que conserva la actividad

biolégica, es casi inapreciable (de la Torre 2007).

Tras la administracion de aceite 25-50 ml la semivida de eliminacion del
hidroxitirosol oscila entre 2,5-3,5 h y el pico plasmético aparece hacia la
hora en plasma y de 0 a 2 h en orina. Los valores vuelven a la basal a las
12-24 h (Mir6-Casas 2001 a, b, Mir6 Casas 2003, Covas 2006b, Fit6
2007a). En un estudio que se hizo con 250 ml de vino el pico plasmatico

para este fenol aparecio un poco mas tarde, a las 2,2 h (de la Torre 2006).

La actividad antioxidante del hidroxitirosol, relevante en la prevencion de la
patologia cardiovascular, ha sido confirmada indirectamente en humanos
tras la administracion de aceite de oliva con distintas concentraciones de
compuestos fendlicos (Covas 2006 a). Se ha observado una relacion dosis-
dependiente entre los efectos antioxidantes y la cantidad de compuestos

fendlicos, principalmente hidroxitirosol, contenidos en el aceite.

Por este motivo la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)
publicé un reclamo acerca de los beneficios de la la ingestién diaria de 5 mg
0 mas de OHTyr y derivados de este en la proteccion de la oxidation de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) (EFSA 2011)

Ello abre las puertas a su utilizacion como nutracéutico dado que es uno de

los antioxidantes mas potentes que se conoce.

Ademas, también se ha observado que el VOO rico en fenoles, sélo o en
combinacién con un patron de dieta mediterranea previene la aparicion de

eventos cardiovasculares (Estruch 2013, Buckland 2012).

En el caso del resveratrol cada vez hay mas evidencia de su efecto
cardioprotector a través de una mejoria de biomarcadores de inflamacion,

del pertil aterogénico (lipidos, LDL oxidada), del metabolismo de la glucosa

25



Introduccion

y de la funcién endotelial. En estudios de intervencién de hasta 12 meses de
duracion se han observado numerosos efectos en estos biomarcadores. Sin
embargo, el resveratrol hasta la fecha no ha logrado una reduccién de los

eventos cardiovasculares (Tomé-Carneiro 2013 a y b).

En resumen, a pesar de conocer bien la actividad intrinseca de los fenoles
sus concentraciones libres tras ingerirlos con la dieta son muy bajas y, por
tanto, resulta dificil atribuirles los efectos beneficiosos observados en los
estudios de intervencion. Estos estudios con aceite 0 vino aportan una
evidencia indirecta, ya que los fenoles no han sido administrados de forma

aislada.

De todos modos, al menos para el aceite, se ha observado que los efectos
favorables sobre el perfil lipidico y su oxidaciéon (aumento de las HDL,
reduccion de la LDL oxidada) son dosis dependientes (estan relacionados
con el contenido fendlico del aceite) (Covas 2006a). Este hecho sugiere
que, en mayor o menor medida, los fenoles son responsables de los efectos

cardioprotectores observados.
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3.3 EL VINO

El vino es una bebida obtenida de la uva mediante la fermentacion
alcohdlica de su mosto o zumo. La fermentacién se produce por la accién
metabdlica de levaduras que transforman los azucares de la uva en alcohol
etilico y diéxido de carbono. Contiene de un 8 a un 15% de alcohol por
peso. Ademés del alcohol contiene agua, carbohidratos, glicerol, aldehido,

acidos organicos, compuestos nitrogenados y minerales.

El ingrediente mas variable en su composiciébn es su contenido en
compuestos fendlicos. Estos se encuentran sobretodo en las semillas y la
piel de la uva de modo que tanto la variedad como la forma en que se
produce el vino influyen en su contenido final. En el vino tinto, como las
semillas y la piel permanecen mas tiempo en contacto con el mosto, el

contenido generalmente es mayor que en el vino blanco (German 2000).

Los fenoles del vino han demostrado in vitro y en estudios en animales tener
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, hipotensores y antiagregantes
plaquetarios (Arredondo 2014, Chiva-Blanc 2013Db).

Los efectos antioxidantes también se han estudiado in vivo en diversos
estudios en humanos. Sin embargo los resultados de los estudios son
contradictorios, y mientras que en unos se han observado efectos
antioxidantes (Tsang 2005, Micallef 2007) en otros no ha habido claros
efectos (Covas 2010). En una revision sobre el tema se concluyé que no
hay una evidencia clara de que dosis mantenidas de vino produzcan un
efecto antioxidante protector en individuos sanos que vaya mas alla de
contrarrestar los efectos prooxidantes del etanol. En situaciones de estrés
oxidativo, en cambio, los resultados de los estudios han sido mas
prometedores. De hecho, se ha observado que el estrés postprandial de

una comida se puede contrarrestar por la ingesta de vino (Covas 2010).

Para otros biomarcadores cardiovasculares los fenoles y el alcohol podrian

actuar de forma aditiva de modo que la suma de los efectos de los fenoles y
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el alcohol sea superior a la del alcohol solo (Chiva-Blanch 2013b). En base
a la evidencia disponible, teniendo en cuenta los efectos que se han
observado en diferentes estudios para cada uno de los componentes, es
plausible que el vino, especialmente el que tenga mayor contenido fendlico,

sea mas cardioprotector que las bebidas alcohdlicas sin fenoles.

A continuacién se describen brevemente los resultados de un estudio en el
que se compard la administracion de bebidas con y sin fenoles sobre

distintos biomarcadores.

Se trataba de un estudio de disefio cruzado, en sujetos con riesgo de
padecer eventos cardiovasculares (n=65), en el que se compararon los
efectos de la administracién de vino, vino desalcoholizado y ginebra (30 g
de alcohol, durante 4 semanas) sobre el perfil lipidico, glucosa, presion

arterial y diversos biomarcadores de inflamacion.
Los resultados fueron los siguientes:

-Los efectos sobre biomarcadores de inflamacién fueron mas pronunciados

en las bebidas con fenoles que con el alcohol solo (Chiva-Blanch 2012a).

-La presion arterial se redujo en la bebida que contenia solamente los
polifenoles (vino desalcoholizado) en comparacion con las otras dos (Chiva-
Blanch 2012b).

-Las HDL y las apolipoproteinas Al y All aumentaron tanto con el vino como
con la ginebra, pero los cambios observados en el metabolismo de la

glucosa fueron mas favorables con los dos vinos (Chiva-Blanch 2013a).

Estos resultados apoyan que la ingesta de vino pueda llegar a ser mas

cardioprotectora que la de las bebidas alcohdlicas sin fenoles.
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3.4. ALCOHOL Y GENERACION ENDOGENA DE HIDROXITIROSOL

En un ensayo clinico de biodisponibilidad y efectos postprandiales del
resveratrol, incidentalmente se detectd la presencia de hidroxitirosol en el
vino y el mosto. La dosis era unas cinco veces inferior a las del aceite (0,35
mg vs 1,7 mg) pero suficientemente importante como para hacer una

cinética adicional del hidroxitirosol (de la Torre 2006).

Se trataba de un ensayo clinico cruzado en el que se administraron vino,
mosto y un extracto de uva enriquecido con resveratrol a voluntarios sanos
durante 4 dias. Las concentraciones en plasma y orina de hidroxitirosol se
compararon con las de un estudio en el que se administraron 25 ml de
VOO.

La excrecién urinaria de OHTyr de 0 a 24 h fue superior con los 250 ml de
vino que con los 25 ml de aceite (4,3 £ 1,0 vs, 3,1 £ 0,4 pg, p=0,013), a
pesar de que la dosis con el vino era mas baja. Lo mismo sucedi6é para un
metabolito del hidroxitirosol, el homovanil alcohol (HVAL) que presentd una

excrecién de 1,2 £ 0,3 ug con el vino y 0,8 £ 0,1 ug con el aceite.

La recuperacion de hidroxitirosol con el vino, teniendo en cuenta la cantidad
administrada, fue de un 200%. Ademas se observo que el tiempo para
alcanzar la concentracion maxima (tnax) de OHTyr era superior con el vino
que con el aceite (2,2 vs 1,3 h). Ambos hechos hicieron sospechar otra

fuente de hidroxitirosol en el vino.

Resulta que el hidroxitirosol, ademas de ser un antioxidante natural, es
también un metabolito de la dopamina (también llamado 3,4-
dihidroxifeniletanol o DOPET).

Se contrastaron dos hipotesis en relacion con el papel que podia tener el
metabolismo de la dopamina en los resultados obtenidos. La primera fue
gue la tiramina contenida en el vino se pudiera transformar en dopamina, a
través del CYP2D6, y ésta en hidroxitirosol (Hiroi 1998).
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La excrecion urinaria de tiramina de forma basal con el vino fue similar que
con el aceite mientras que tras la administracion fue superior con el vino que
con el aceite (basales: 0,8 £ 1,0 vs. 0,6 £ 0,9 ug y postadministracién: 2,5 +
0,8 vs. 1,7 £ 0,7 pg, para el vino y el aceite respectivamente; p=0,03).
Teniendo en cuenta la cantidad de tiramina excretada y la adminitrada (2,2
pumoles) ésta no podia explicar las diferencias halladas en el hidroxitirosol

del vino y el aceite.

La segunda hipétesis que se contrastd fue que el alcohol desviara el
metabolismo oxidativo de la dopamina para formar hidroxitirosol (ver figura 3

con un esquema del metabolismo de la dopamina).

La dopamina mediante la monoaminooxidasa (MAQ) da lugar a un aldehido,
el 3,4-dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL) que posteriormente se oxida
mediante la accién de la alcohol deshidrogenasa mitocondrial (ALDH) al
acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), que es el principal metabolito de la
dopamina en las matrices bioldgicas. Una via metabdlica minoritaria es la
reduccion de DOPAC mediante aldosa/aldehido reductasas a DOPET
(Hashimoto 2004).
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Figura 3. Esquema del metabolismo de la dopamina.
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En estudios antiguos realizados en animales ya se habia observado que la
presencia de etanol interferia en el metabolismo de la dopamina, de modo
que en lugar de producirse DOPAC se producia preferentemente DOPET
(Davis 1967, 1970).

Ademas en un estudio en hepatocitos humanos se observé un cambio en la
razon DOPAC/OHTyr (razon DOPAC/DOPET de 10 a 0,25 con la
presencia de etanol (Tank 1979). Este cambio en el metabolismo de la
dopamina podria explicarse por una mayor afinidad del DOPAL por los
sistemas enzimaticos que lo reducen a DOPET en presencia de etanol.

Se determinaron pues las concentraciones urinarias de acido homovanilico
(HVA), el principal biomarcador de la actividad dopaminérgica periférica, en
el estudio en humanos (de la Torre 2006). Se observd una mayor excrecion
de HVA con el vino que con el aceite (30,7 9,4vs. 19,2 7,2 g, para el

vino y el aceite respectivamente; p=0,02) mientras que los valores basales
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eran similares. Ademas, a pesar de que con el mosto (1 litro) se
administraron 1,65 mg de hidroxitirosol y con el vino (250 ml) 0,35 mg, las
concentraciones urinarias de OHTyr fueron el doble con el vino que con el

mosto, que no tenia alcohol.

Con este estudio se observo por primera vez que el vino tinto era una fuente
de hidroxitirosol y que la recuperaciéon de OHTyr con el vino era superior a
la esperada, siendo la explicacion mas plausible un cambio en el

metabolismo de la dopamina por el alcohol.

Posteriormente, con los datos de otro estudio se pudo observar de nuevo
una relacion entre la excrecion OHTyr y el consumo de vino. En una
submuestra del estudio Prevencion con Dieta mediterranea (PREDIMED),
se contrastaron los datos de habitos dietéticos basales con distintos
biomarcadores. Se trataba de una muestra de 1045 sujetos con riesgo de
enfermedad cardiovascular. En esta muestra se observé una correlacion
entre las concentraciones urinarias de OHTyr y el consumo de vino (ml por
dia) y de alcohol (g por dia). La misma correlacion se observé también para
otro fenol de la dieta, el tirosol (Tyr) (Schréder 2009).

A continuacion se describe cual era el consumo de aceite, vino y alcohol de

los individuos participantes.

Tabla 2. Caracteristicas basales muestra estudio PREDIMED

N | Edad | Hidroxitirosol | Vino | Alcohol | Aceite oliva
(afios) (ng/ml) (g/dia) | (g/dia) (g/dia)
Hombres | 517 | 65,3 2495 145,7 19,5 42,8
Mujeres | 492 | 67,8 165,7 22,7 3 40,3

Puede observarse que los sujetos consumian las mismas cantidades de

aceite de oliva por dia independientemente del género pero sin embargo
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diferian en las concentraciones urinarias de hidroxitirosol. También se
observaron grandes diferencias entre genéros en cuanto a consumo de vino
y de alcohol (considerando todo tipo de bebida alcohdlica).

Los sujetos en funcién de su consumo de alcohol fueron distribuidos en

cuatro categorias (ver tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion en funcion consumo de alcohol

Grupo | Consumo | Hombres | Mujeres Estadigrafos
(g/dia) Regresion logistica
Alcohol 0 0 96 345
Alcohol 1 0,1-10 200 149 1,40 (0,74-2,64)
Alcohol 2 | 10,1-20 22 5 1,88 (0,94-3,75)
Alcohol 3| >20 g/d 174 18 2,91 (1,57-5,40)

Se realiz6 un andlisis de regresién logistica ajustado por edad y consumo
de aceite que demostrd que habia una asociacién entre las concentraciones
de hidroxitirosol en orina y el consumo de vino (ml/d), p<0,008 y de alcohol
(g/d), p<0,001, y que la asociacioén era dosis dependiente.

Teniendo en cuenta que la correlacion no solo se observé con el vino sino
también con el alcohol, los datos reforzaron la plausibilidad de que el etanol
pudiera interferir en el metabolismo oxidativo de la dopamina resultando en

la formacién de OHTyr.

En esta introduccion se han puesto de manifiesto diversos puntos clave

para entender el propésito de los estudios incluidos en esta memoria.

El primero es que la dosis de alcohol es la que distingue el remedio del

veneno.

El segundo es que los mecanismos por los cuales el alcohol y los fenoles

son cardioprotectores no estan del todo claros.
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El tercero es que todavia hoy en dia es discutible si estos efectos se deben
al alcohol por si mismo o al tipo de bebida alcoéholica consumida (vino), en

relaciéon con su contenido en fenoles.

El cuarto es que el vino contiene hidroxitirosol, un antioxidante muy potente,
en pequefias cantidades, y que la ingesta de vino produce una excrecion

urinaria de este fenol muy superior a la esperable.

Finalmente se ha descrito que el alcohol podria interferir en el metabolismo
de la dopamina para generar hidroxitirosol, acorde con los datos de los
estudios en animales y ex vivo, asi como los datos preliminares obtenidos

en humanos.

Si se confirman los datos previos es posible que parte de los efectos
beneficiosos sobre la salud atribuidos al alcohol, y al vino, se deban a su

capacidad de generar hidroxitirosol.
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4. HIPOTESIS

Las hipotesis de de esta memoria son las siguientes:

1.

El etanol produce un incremento de la concentracion de

hidroxitirosol al modificar el metabolismo de la dopamina.

El aumento en las concentraciones de hidroxitirosol esta relacionado

con la dosis de etanol administrada.

Los diferentes componentes del vino (fenoles, etanol) producen
cambios especificos en las concentraciones de hidroxitirosol, que
resultan del aporte directo de la sustancia y de la modificacion del

metabolismo de la dopamina.

35






Objetivos

5. OBJETIVOS

Los objetivos de esta memoria fueron los siguientes:

1. Establecer el papel del etanol en la generacién de hidroxitirosol.

2. Evaluar la relevancia de la dosis de etanol en la generacion de

hidroxitirosol enddgeno.
3. Establecer la contribucion de los distintos componentes del vino en

las concentraciones de hidroxitirosol en el organismo y sus efectos

bioldgicos.
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6. ESTUDIOS, FINANCIACION, ETICA

Para poder cumplir con los objetivos de esta memoria se disefiaron dos
ensayos clinicos (EECC) en voluntarios sanos. El primero de los EECC, al
que denominaremos a partir de ahora DOPET 1, pretendia estudiar el papel
del etanol y la relevancia de la dosis de etanol en la generacion de
hidroxitirosol enddgeno, mientras que el segundo, al que denominaremos a
partir de ahora DOPET 2, tenia por objetivo establecer la contribucién de los
distintos componentes del vino en las concentraciones de hidroxitirosol en el

organismo y sus efectos bioldgicos.

Los EECC que forman parte de esta tesis doctoral se realizaron gracias a
financiacion puablica dentro del marco de un proyecto financiado por el
Instituto Carlos lll-Fondo de Investigacion Sanitaria (ISCIII-FIS) titulado con
el mismo nombre que la presente memoria (expediente nimero P1081913).
La fase experimental del primer estudio se realiz6 en 2009 y la del segundo

en 2011. Las muestras obtenidas terminaron de analizarse en 2013.

En este proyecto FIS se habia previsto realizar dos estudios mas que
finalmente no se llevaron a cabo por falta de presupuesto. Uno de los EECC
adicionales tenia por objetivo demostrar de una forma mas directa la
interferencia del etanol en el metabolismo de la dopamina, mediante la
administracion de selegilina (un inhibidor de la enzima que metaboliza la
dopamina, la monoaminooxidasa). El otro estudio pretendia comparar las
concentraciones de hidroxitirosol y sus efectos tras administrarlo en forma
de preparado nutracéutico puro, mediante la ingesta de alcohol o por la

combinacion de ambos.

En su lugar se realizd un ensayo clinico en animales para poder interpretar
mejor los resultados de los estudios en humanos. Este Ultimo estudio en
ratas no forma parte de esta tesis doctoral. Se explican brevemente sus
métodos (ver anexo 2) y resultados (seccién de resultados de DOPET 2) ya

que enriguecen de forma notable la discusion.
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Los resultados de los andlisis de algunas variables secundarias del estudio
DOPET 1, concretamente los metabolitos no oxidativos del alcohol, se
muestran en el anexo 1. Se ha procedido de este modo, porque no son
utiles para contrastar las hipétesis de la memoria. Sin embargo si pueden
constituir los datos preliminares de futuros proyectos con alcohol.

La doctoranda, durante el transcurso de esta tesis doctoral, ha tenido dos
contratos con financiacion publica. El primero, de métodologa para el
Consorcio de Apoyo a la Investigacién Biomédica en Red o CAIBER
(CAI08/01/0024) y el segundo, un contrato de formacion en investigacion
para Rio Hortega para profesionales que hayan finalizado el periodo de
formacion sanitaria especializada (ISCIIlI Rio Hortega CM12/00085).

Ambos EECC en humanos fueron aprobados por el comité ético de
investigacion clinica de la institucion (en DOPET 1 CEIC-IMAS, en DOPET 2
CEIC Parc de Salut Mar). En el primer estudio se hizo una modificacién
relevante del protocolo (aumento de dosis y tamafio muestral), como se
comentara posteriormente, que también fue evaluada por el comité. No se
solicitd la aprobacion por parte de la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS) ya que no involucraban la administracion de
medicamentos. Los estudios se hicieron de acuerdo a la Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica y respetaron en todo momento los principios éticos
para investigaciones médicas en seres humanos de la Declaracion de
Helsinki y la Ley Organica 15/1999 de proteccién de datos de caracter

personal.

Todos los voluntarios fueron debidamente informados de los estudios
(oralmente y mediante la hoja de informacién de los estudios) y firmaron el
documento de consentimiento informado antes de iniciar cualquier

procedimiento relacionado con los mismos.
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Los dos estudios también fueron registrados en un registro publico,
concretamente el registro norteamericano Clinicaltrials.gov
(www.Clinicaltrials.gov):

-Relevance of the Ethanol Dose in the Generation of Endogenous
Hydroxytyrosol (NCT01788670).

-Contribution of Wine Components on Hydroxytyrosol Body Concentrations
and Biological Effects (NCT01790672).

Los procedimientos en animales se hicieron de acuerdo a la normativa
aplicable (Directiva 86/609/EEC), que regula la investigacion en animales y
fueron aprobados por el comité ético local de investigacién en animales
(CEEA-PRBB; ref. PRM-13-1525).
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7. METODOS
7.1 METODOS ESTUDIO DOPET 1
7.1.1 Disefno

Ensayo clinico de fase | con asignacion aleatoria de las secuencias de
tratamiento, cruzado y controlado con placebo (agua), doble ciego, en el
gue se administraron diferentes dosis de alcohol-etanol a voluntarios

sanos.

El estudio constaba inicialmente de dos ensayos clinicos piloto (n=5) y un
estudio definitivo (n=12). Cada sujeto recibi6 dos dosis distintas de
alcohol y placebo. En los estudios piloto estaban predeterminadas las

dosis 69,129,189y 304g.

Se trataba de encontrar qué dosis producia una respuesta
suficientemente robusta en cuanto a excrecion de hidroxitirosol (variable

principal) para utilizarla en el estudio definitivo y en el futuro DOPET 2.

Una vez realizada la fase experimental de los dos pilotos se decidié
afiadir un tercer piloto para estudiar lo que ocurria a dosis mayores e
intermedias de alcohol (24 y 42 g). Se afadié un sujeto adicional por
piloto dada la elevada variabilidad encontrada en los datos preliminares

de la variable principal.

Las dosis del estudio definitivo se seleccionaron una vez completados los
estudios piloto. Se escogieron 18 y 30 g porque eran dosis que habian
demostrado producir una excreciéon de hidroxitirosol suficiente y a su vez
eran las correspondientes, en cuanto a cantidad de alcohol, a la ingesta
de una o dos copas de vino. Ademas ambas dosis habian sido bien
toleradas en los estudios piloto mientras que algunos sujetos tuvieron
dificultades para ingerir la dosis de 42 g al estar muy concentrada y tener

mal sabor.
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Tanto los pilotos como el estudio definitivo tuvieron una metodologia

similar, la Unica diferencia entre ellos fue la dosis de alcohol.

Piloto 1 (n=6)

e Etanol 25° (150 ml, 30 g alcohol)
e Etanol 15° (150 ml, 18 g alcohol)

e Placebo etanol (150 ml agua)

Piloto 2 (n=6)

e Etanol 10° (150 ml, 12 g alcohol)
e Etanol 5° (150 ml, 6 g alcohol)

e Placebo etanol (150 ml alcohol)

Piloto 3 (n=6)

e Etanol 35° (150 ml, 42 g alcohol)
e Etanol 20° (150 ml, 24 g alcohol)

e Placebo etanol (150 ml agua)

Estudio definitivo (n=12, seis del piloto 1)

e Etanol 15° (150 ml, 18 g alcohol)
e Etanol 25° (150 ml, 30 g alcohol)

e Placebo etanol (150 ml agua)
Los voluntarios fueron aleatorizados a las tres condiciones de

tratamiento. Para ello en el estudio definitivo se utilizaron 4 cuadrados

latinos de 3 x 3 balanceados como el que se muestra a continuacion.
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Tabla 4. Cuadrado latino ejemplo.

Sesion 1 | Sesion 2 | Sesién 3
Sujeto 1 A B C
Sujeto 2 B C A
Sujeto 3 C A B

7.1.2 Condiciones de tratamiento

Las dosis de etanol escogidas en DOPET 1 estaban dentro del rango de
dosis diarias en las que se han demostrado efectos beneficiosos para la
salud humana. Se administraron dosis Unicas y por via oral de 0, 6, 12,
18, 30y 42 g de etanol.

Las condiciones con etanol se obtuvieron mezclando alcohol de grado
farmacéutico con agua Fontvella® sabor limon. El etanol se obtuvo de
una preparacion magistral de la Farmacia Carreras Ginjaume (viales de
10 ml, lote 1338741, fecha de caducidad 02/2011) y de la Farmacia
Xalabarder (10 ml vials, lote 820058530, caducidad 05/01/2012), ambas
localizadas en Barcelona. La condicion placebo se prepard

exclusivamente con agua Fontvella® sabor limén.

Se administraron 150 ml de todas las bebidas en recipientes opacos. Las
bebidas fueron servidas frias e ingeridas en un periodo de 5 minutos. Se
marcaron los vasos de plastico por la mitad de modo que el voluntario
tomara cada mitad del vaso en dos minutos y medio. Justo antes de que

terminaran los cinco minutos los sujetos hicieron el trago final.

Las ampollas de alcohol absoluto de 10 ml contenian 8 g de etanol. Se

calcularon los ml necesarios para cada una de las dosis:

e 69=7,5mletanol + 142,5 ml de agua
e 12 g=15mletanol + 135 ml de agua
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e 18g=225mletanol + 127,5 ml de agua
e 24 g =30 mletanol + 120 ml de agua

e 30g9g=37,5mletanol + 112,5 ml de agua
e 429g=525mletanol + 97,5 ml de agua

7.1.3 Sujetos
Los participantes debian ser voluntarios sanos de entre 18 y 55 afios.
Ambos géneros podian ser incluidos, aunque finalmente sélo se

reclutaron hombres.

En los estudios piloto y el definitivo participaron un total de 24 sujetos, 6
en cada piloto y 12 en el definitivo. Al no hacerse ningdn cambio en los
procedimientos de piloto al definitivo los sujetos del estudio piloto de 18 y

30 g (piloto 1) fueron aprovechados para el estudio definitivo.

7.1.3.1 Calculo del tamafio muestral

El tamafio de la muestra se calcul6 basandose en la metodologia de los
estudios de bioequivalencia, tomando un riesgo alfa de 0,05, un poder
del 80%, una variabilidad del 30% y un posible incremento de las
concentraciones de hidroxitirosol de al menos un 40%, parecian
suficientes 10 sujetos en el estudio definitivo. Para aumentar la potencia

se decidié que participaran 12 sujetos.

7.1.4 Objetivos
Los objetivos del estudio DOPET 1 se correspondian con los dos
primeros objetivos de esta memoria.

1. Establecer el papel del etanol en la generacién de OHTyr.

2. Evaluar la relevancia de la dosis de etanol en la generacién de

OHTyr endégeno.
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7.1.5 Variables

Variables principales

Concentraciones urinarias y plasmaticas de hidroxitirosol
(OHTyr).

Variables secundarias

Concentraciones urinarias y plasmaticas de tirosol (Tyr).
Concentraciones urinarias y plasmaticas de acido homovanilico
(HVA) y acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC).
Concentraciones urinarias y plasmaticas de homovanil alcohol
(HVAL), el metabolito del OHTyr.

Concentraciones sanguineas de etanol.

Concentraciones urinarias de etilglucurénido.

Concentraciones plasmaticas de ésteres etilicos de acidos grasos
o FAEE (oleico, linoleico, palmitico y esteéarico). No planeadas
inicialmente.

Efectos subjetivos del etanol (sensacién de borrachera).
Constantes vitales (frecuencia cardiaca, presion arterial,

temperatura oral).

7.1.6 Criterios de inclusién y exclusion

Criterios de inclusién

1)
2)

3)

Voluntarios de ambos sexos con edades entre 18 y 55 afios.
Historial y examen fisico que demuestren no presentar trastornos
organicos o psiquiatricos.

Electrocardiograma (ECG) y analitica general en sangre y orina
realizadas antes del ensayo dentro de los limites de la normalidad.
Variaciones menores o puntuales de los limites de normalidad se

admitian si a criterio del investigador principal, teniendo en cuenta

47



4)

5)

Meétodos

el estado de la ciencia, no tenian trascendencia clinica, no
suponian riesgo para los sujetos y no interferian en la valoracion
de los tratamientos.

indice de masa corporal (peso/talla®) de cada sujeto comprendido
entre 19 y 27 kg/m?, y peso comprendido entre 50 y 110 kg.
Comprender y aceptar los procedimientos del ensayo y firmar un

consentimiento informado.

Criterios de exclusién

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7

8)

9)

No cumplir los criterios de inclusion.

Sujetos con historia de abuso de farmacos u otras drogas o
consumo habitual de farmacos psicoactivos.

Haber padecido alguna enfermedad organica o cirugia mayor
durante los tres meses anteriores al ensayo.

Antecedentes de patologia psiquiatrica.

Fumadores de més de 20 cigarrillos al dia.

Consumo de alcohol superior a 30 g al dia.

Ingesta regular de medicacion en el mes que precede al estudio.
Tratamiento con dosis Unicas de medicacion sintomética en la
semana previa al estudio no fue motivo de exclusién (se suponia
gue se habia eliminado completamente el dia del estudio).

Haber donado sangre en las 8 semanas anteriores o participado
en otros ensayos clinicos con farmacos en las 12 semanas
anteriores.

Antecedentes de alergia o reacciones adversas a medicamentos.

10) Historia de trastornos gastrointestinales, hepaticos, renales o de

otro tipo que pudieran hacer sospechar una alteracion de la
absorcién, distribucion, metabolismo o excrecion del etanol, o que

fueran sugestivos de irritacion gastrointestinal por farmacos.
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11) Sujetos que no fueran capaces de entender la naturaleza,
consecuencias del ensayo y los procedimientos a seguir.
12) Sujetos con serologia positiva a virus de la hepatitis B (VHB), C

(VHC) o el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

7.1.7 Requerimientos del estudio

Las 72h antes, durante y hasta 24 horas después de las sesiones
experimentales los sujetos debian abstenerse de consumir bebidas
alcohdlicas. Tampoco debian tomar ningun tipo de farmaco ni droga de
abuso durante su participacion en el estudio. Para comprobarlo se les
realizaron controles de drogas en orina antes de iniciar cada sesion.

Como se trataba de un estudio cuyos resultados podian estar influidos por
los habitos dietéticos, los sujetos tuvieron que dejar de consumir aceite de
oliva y vino (ambas fuentes de OHTyr) durante al menos 3 dias previos a
la administracion de los tratamientos y hasta 24 horas después. Las 24h
previas a cada sesion y durante las sesiones experimentales tampoco
podian consumir alimentos ricos en xantinas como café, mate, té, coca-

cola o chocolate.

7.1.8 Sesiones experimentales

Los sujetos se reclutaron a partir de una base de datos de voluntarios
sanos de la Unidad de ensayos clinicos del IMIM. Fueron contactados
telefonicamente y, tras realizarse un screening telefénico inicial, fueros
citados para la visita de seleccion. Esta visita se hizo en un periodo de
hasta 3 semanas previas al inicio de las sesiones experimentales. En esta
visita se pregunt6 a los voluntarios por sus antecedentes meédicos, se les
hizo una exploracion fisica y varias exploraciones complementarias para
comprobar si cumplian los criterios de inclusién y ninguno de exclusion.

Estas exploraciones consistieron en un ECG, una analitica general de
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sangre y orina, un test de drogas en orina y una alcoholemia en aire

expirado.

La analitica general constd6 de un perfil bioquimico (glucosa, urea,
creatinina, acido drico, sodio, potasio, lactato deshidrogenasas, creatina
quinasa, bilirrubina total y directa, aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa, gamma glutamil transpeptidasa, fosfatasa alcalina,
calcio, fosforo, proteinas totales, albumina, globulinas, colesterol y
triglicéridos), hemograma (hematies, hemoglobina, hematocrito, recuento y
férmula de leucocitos), coagulacion (plaquetas, tiempo de protrombina y
tromboplastina), serologias (VHB, VHC y VIH), y el andlisis elemental de
orina de pH, glucosa, cuerpos cetonicos, bilirrubina, urobilindbgeno,

proteinas, hematies/hemoglobina, leucocitos y nitritos.

Cada sujeto particip6 en tres sesiones experimentales, cada una de ellas
separada un minimo de 3 dias. La duracion total de cada sujeto en el
estudio fue de unas 2 a 5 semanas. Al final del estudio los sujetos
acudieron a una visita final en la que realiz6 de nuevo una exploracion

fisica y unas analiticas de sangre y orina completas.

Las sesiones se llevaron a cabo en la Unidad de Investigacion Clinica del
IMIM. Los sujetos debian acudir en ayunas en ayunas de 10 h para
alimentos sélidos y 2 horas de ayuno para liquidos para poder iniciar las
sesiones a las 08:00 de la mafiana. A su llegada se les realizaron un test
de drogas en orina (Instant-View® multitest;anfetaminas, cocaina,
metanfetamina, morfina, tetrahidrocanabinol, fenilciclidina) y una
alcoholemia en aire espirado (etildbmetro portatil Drager®) para comprobar
gue no habian bebido las Ultimas horas. Una vez en la cama se les colocé
un catéter intravenoso para la extraccion de las muestras de sangre y se
les tomaron las constantes vitales monitores especificos (Dinamap® Pro
Care, Critikon®, Tampa, FL). En total contando las analiticas de seleccién

y final se extrajeron unos 400 ml de sangre a cada voluntario.
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Durante las sesiones experimentales se recogieron muestras de sangre de
forma continuada hasta seis horas después de las bebidas. Se recogi6
orina basal (muestra puntual) y posteriormente en intervalos hasta 24
horas después de la administraciéon (0-2 h, 2-4, 4-6, 6-12h, 12-24 h). Para
evaluar los efectos del alcohol se utiliz6 una escala analogica visual que
media la sensacion de borrachera de 0 a 100 mm como la que se muestra

a continuacién. La escala real era exactamente de 10 cm.

[EESELAEAlﬂ_faﬁ:ﬁ.ﬁ.‘i-"."lf-ui_ifh TiEMPD: 30 )
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Nada MAKIMG

Durante las sesiones no se permitié que los voluntarios durmieran y en las
primeras dos horas no podian realizar ninguna actividad. El desayuno se
sirvi6 a las 2 h de la administracion, y consisti6 en un bocadillo de queso
con unas gotas de aceite de girasol y 300 ml de agua. A las 4 h los sujetos
recibieron 100 ml de agua para poder generar suficiente cantidad de orina
en cada intervalo. Finalmente fueron dados de alta si la alcoholemia en
aire expirado era negativa y estaban en condiciones de hacerlo. A
continuacién se muestra un esquema de las sesiones experimentales con

los procedimientos que se realizaron en cada tiempo.
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Tabla 5. Esquema de las sesiones experimentales en el estudio DOPET 1.

H HP | HR | ES | INI EAV PA | FC | T2 | INI ORINA
predosis Basal
HORA INICIO ADMINISTRACION HORA FINAL
15 min
30 min
45 min
1h
1,5h
on Orina
0-2h
3h
an Orina
2-4 h
Orina
6h
4-6 h

H = tiempo; HP = hora prevista; HR = hora real; ES = extraccion de sangre;
INI = iniciales del que realiza la tarea; EAV = Escala analdgica visual; PA = presién
arterial;

a = temperatura oral.

Las zonas sombreadas corresponden a tiempos en que no se determind la

variable en cuestion.
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7.1.9 Métodos de andlisis de las muestras

A continuacion se describe el método analitico que se utilizé para analizar
cada una de las muestras de sangre u orina.
e Concentraciones de etanol en sangre.
Se determinaron mediante un inmunoensayo: Diagnostic Reagent
Enzyme Immunoassay (DRI) Ethyl Alcohol Assay (Thermo Fisher,
Fremont, CA, USA).

e Concentraciones urinarias de OHTyr, Tyr y HVAL.

Se determinaron mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (HPLC/MS/MS) (Khymenets
2010, Krotonoulas 2013). Se hicieron dos analisis preliminares de las
muestras por GC/MS mediante un método de doble hidrdlisis. Estos
se descartaron al ser mucho mas precisa la determinacién con
cromatografia liquida (con GCMS no se detectaba un 40% del OHTyr

sulfatado).

e Concentraciones urinarias de DOPAC y HVA.

Se determinaron con cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC/MS) con un método de doble hidrélisis
(Mir6-Casas 2001a, 2003)

7.1.10 Andlisis estadistico

Para el analisis descriptivo de todas las variables de interés en funcion
de la dosis de alcohol, se calcularon la media, la mediana, la desviacion

estandar y el rango de los valores.

Para la alcoholemia se obtuvieron el area bajo la curva (AUC) mediante

la regla de los trapezoides y la concentracién maxima (Cax) de 0 a 6 h.

En el caso de los efectos subjetivos y las constantes vitales se calcularon

las diferencias a la basal de 0 a 6 h. Con estas diferencias se obtuvieron
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también el efecto maximo (Enax) Y €l AUC de 0 a 6h para cada una de las

variables.

Para la alcoholemia y los efectos subjetivos se calculé adicionalmente la

tmax.

Para calcular la excrecion total de hidroxitirosol se sumo la cantidad libre
con el OHTyr-3-O-glucurénido, OHTyr-4-O-glucurénido, el OHTyr-3-
sulfato y el HVAL total (a la vez suma del HVAL libre y el HVAL-4-O-
glucurédnido). En el caso del tirosol el total se calculé6 como la cantidad

excretada libre sumada al Tyr-4-O-glucurénido.

La razon DOPAC/OHTyr se obtuvo dividiendo la excrecion urinaria de
DOPAC de 0 a 6 h por la OHTyr total (0 DOPET).

La asociacion entre alcoholemia, efectos subjetivos, constantes vitales,
hidroxitirosol, tirosol, DOPAC, razon DOPAC/OHTyr y la dosis de alcohol
se estudié con modelos lineales mixtos. Estos modelos, a diferencia de
los modelos lineales generales, tienen en cuenta la correlacion entre las
observaciones de un mismo individuo. Se hizo lo mismo con la dosis de

alcohol ajustada al peso para las variables de mayor interés.

Para el AUC de 0 a 6 h de la alcoholemia se aplicé una transformacién
logaritmica a los datos ya que las relaciones entre las variables originales
y la dosis de alcohol eran claramente no-lineales. Las variables de
excrecién en orina de 0 a 6 h de los distintos fenoles tampoco cumplian
las condiciones de aplicaciéon del modelo de modo que también se

logaritmizaron.

La relacion entre estas variables transformadas se estudié mediante un
modelo lineal mixto. Se optd por este tipo de analisis en cada caso tras
visualizar los gréaficos de residuos habituales: por un lado, el grafico

cuantil-cuantil (g-g plot) para comprobar la normalidad de los datos y, por
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el otro, el grafico de los residuos frente a las predicciones basadas en el
modelo para comprobar la homocedasticidad.

En el caso del AUC de la alcoholemia se pudo observar que ambas
suposiciones del modelo se cumplian razonablemente bien con ambas

variables transformadas mediante el logaritmo.

Para la excrecién de los distintos fenoles, asi como para la razén
DOPAC/OHTYyr fue suficiente con logaritmizar la variable respuesta y no
la dosis de alcohol. Debido a la correlacion entre los datos (obtenidos en
mismos individuos), no se pudo usar el coeficiente de determinacion (R?)

para la comparacion de los modelos lineales mixtos.

Para la thax, @ pesar de ser una variable continua que solo puede obtener
unos valores concretos, se decidié usar el mismo modelo en lugar de un
analisis no paramétrico mediante una prueba de Friedman. Con esta
Ultima no era posible tener en cuenta la correlacion entre los datos de los
mismos sujetos ya que no todos habian tomado todas las condiciones de

tratamiento.

Finalmente se calcularon los coeficientes de correlacion de Pearson
entre la alcoholemia y efectos subjetivos, excrecion en orina de
hidroxitirosol, tirosol y DOPAC, y se usaron los modelos lineales mixtos
para calcular los p-valores correspondientes a la hip6tesis nula de que no
existia relacion lineal entre las variables. Del mismo modo se procedié

para correlacionar la recuperaciéon de DOPAC con la de OHTyr.
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7.2 METODOS ESTUDIO DOPET 2

7.2.1 Disefio

Ensayo clinico de fase |, de farmacocinética y de biodisponibilidad
comparativa en voluntarios sanos con asignacién aleatoria de los
tratamientos. Se trataba de un estudio doble ciego con dos placebos, de
disefio cruzado, con 4 condiciones de tratamiento (4 sesiones

experimentales por sujeto).

Las condiciones alcohol y vino se controlaron con el placebo del alcohol
(agua) y el placebo del vino (vino desalcoholizado), respectivamente. El

periodo minimo de blanqueo minimo entre sesiones fue de 3 dias.

Se disefiaron tres estudios piloto y un estudio definitivo. EI esquema
experimental de los 4 estudios fue idéntico. Primero se realizaron los dos
pilotos con vino de 13°, vino de uso mas comuln en nuestro entorno, y

posteriormente el piloto con el vino de 8°.

Los voluntarios fueron aleatorizados a las cuatro condiciones de
tratamiento. Para ello en el estudio definitivo se utilizaron 6 cuadrados
latinos de 4 x 4 como el que se muestra a continuacion.

Tabla 6. Cuadrado latino ejemplo.

Sesién 1 | Sesién 2 | Sesion 3 | Sesion 4
Sujeto 1 A D B C
Sujeto 2 D C A B
Sujeto 3 C B D A
Sujeto 4 B A C D

En principio era un estudio doble ciego, ni el el investigador ni el sujeto
sabian el tratamiento que recibian. Se utilizaron recipientes opacos para

las administraciones. Debido a que el sabor del vino (con o sin alcohol)
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resultd imposible de enmascarar de modo que no pudo cumplirse el

doble ciego por parte de los sujetos.

7.2.2 Condiciones de tratamiento

Las condiciones de tratamiento y dosis en cada uno de los estudios se

describen a continuacion:

Piloto 1 (30 g de alcohol; n=6)
e Etanol 13° (293 ml solucion hidroalcohdlica)
e Vinode 13° (293 ml)

e Vino desalcoholizado (293 ml)

e Placebo (293 ml agua Fontvella® sabor limén)

Piloto 2 (15 g de alcohol; n=6)
e Etanol 13° (147 ml solucién hidroalcohdlica)

e Vino de 13 ° (147 ml)

¢ Vino desalcoholizado (147 ml)

e Placebo (147 ml agua Fontvella® sabor limén)

Piloto 3 (15 g de alcohol; n=6)
e Etanol 8° (235 ml solucién hidroalcohdlica)
e Vino de 8 ° (235 ml)

¢ Vino desalcoholizado (235 ml)

e Placebo (235 ml agua Fontvella® sabor limén)

Estudio definitivo (15 g de alcohol; n=28, seis del piloto 2)

e Etanol 13° (147 ml solucién hidroalcohdlica)
e Vino de 13° (147 ml)

¢ Vino desalcoholizado (147 ml)
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e Placebo (147 ml agua Fontvella® sabor limén)

Las bebidas se administraron frias en recipientes opacos y en un periodo
de 5 minutos, como en el estudio anterior.

De nuevo la cantidad de alcohol administrada en este estudio en forma
de solucién hidroalcohdlica de vodka y agua (1,5 a 3 UBE), o la
contenida en el vino, estaban dentro del rango diario de consumo de
alcohol de muchas personas. Ademas éstas dosis han demostrado

efectos beneficiosos para la salud humana (Di Castelnuovo et al, 2006).

Los placebos utilizados fueron agua Fontvella® sabor limén, para la
condiciéon etanol y vino desalcoholizado, para la condicion vino. El agua
utilizada para diluir el Vodka Absolut® (40% de alcohol; es decir 40°) y
obtener la solucién hidroalcohdlica también fue agua Fontvella® sabor

limoén.

Los vinos del estudio los proporcioné el French National Institute for
Agricultural Research (INRA). Se utiliz6 la variedad de vino Merlot del
afio 2010 de graduaciones 12,79°y 7,98°.

El vino desalcoholizado (también Merlot 2010, de la misma cosecha)
contenia una minima cantidad de alcohol (0,08°) que se consideré que
no interferiria en los resultados de los estudios. Se obtuvo a partir del
vino de 13° utilizando una tecnologia de destilacién al vacio con un
evaporador tubular. Con esta técnica se reduce el alcohol rapidamente
hasta menos del 0,2% del volumen y la matriz se preserva, excepto el
alcohol y otras sustancias volatiles (Aguera 2010, Escudier 1990,
Bourzeix 1998).
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Los g de alcohol de una bebida se calculan mediante la siguiente

formula:

g alcohol= grados de la bebida x ml de bebida x 0,8 /100

Para calcular los ml de vino o de vodka que se debian administrar en

cada caso se procedié del siguiente modo:

Ej. Estudio definitivo
e mlde vino= 15 g de alcohol x 100 /12,79° x 0,8= 147 ml
e ml de vodka= 15 g de alcohol x 100/40° x 0,8= 47 ml

Asi, los ml fueron los siguientes:

-En el piloto 1 se mezclaron 94 ml de Vodka con 199 ml de agua

-En el piloto 2 y el definitivo se mezclaron 47 ml de Vodka con 100 ml de
agua

-En el piloto 3 se mezclaron 47 ml de Vodka con 188 ml de agua.

7.2.3 Sujetos

Hombres y mujeres, de edad comprendida entre los 18 y 55 afios.

Finalmente sélo se reclutaron hombres.

Se disefiaron los tres estudios piloto con 6 sujetos cada uno. El estudio
definitivo debia tener al menos 24 sujetos (segun célculo del tamafo
muestral). En el estudio definitivo finalmente participaron 28 sujetos, ya
gue se utilizaron los datos de los seis sujetos del piloto 2, que tenia un

disefio idéntico.

De cara a la seccion de resultados los sujetos del piloto 1 (n=6) formaron
la cohorte 1, los del estudio definitivo la cohorte 2 y los del piloto 3 la

cohorte 3.
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7.2.3.1 Calculo del tamafio muestral

En el estudio DOPET 2 habia 4 condiciones de tratamiento a comparar.
Se preveia que existirian diferencias en las concentraciones de
hidroxitirosol al menos entre el grupo alcohol y su placebo (agua) y
también entre el vino con alcohol y su placebo (vino desalcoholizado).

En los andlisis preliminares de DOPET 1, con GCMS, la cantidad total
de hidroxitirosol excretada de 0 a 6 h tras la ingestion de 12 g de alcohol
oscil6 entre 0,046 y 0,481 ug (promedio de 6 sujetos: 0,184 + 0,180 ug).
El tamafio de la muestra para DOPET 2 se calcul6d teniendo en cuenta
una alfa ajustada por las comparaciones multiples (0,05/6) y una potencia
de al menos 80%. Considerando una diferencia respecto al placebo de
0,14 ug y una desviacion tipica de 0,18 pg eran necesarios 24 sujetos
para encontrar diferencias entre al menos dos de las condiciones de

tratamiento, el alcohol (vodka diluido) y su placebo (agua).

7.2.4 Objetivos

El objetivo de este estudio se correspondia con el tercer objetivo de la
memoria:

-Establecer la contribucién de los distintos componentes del vino en las
concentraciones de hidroxitirosol en el organismo y sus efectos

biolégicos.

7.2.5 Variables

Variables principales:

e Concentraciones urinarias y plasmaticas de hidroxitirosol.

Variables secundarias:

e Concentraciones en sangre de etanol.

e Concentracion de etanol en aire espirado a los 30 minutos.
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Efectos subjetivos (sensacion de borrachera).

Concentraciones en sangre y en orina de HVAL (biomarcador del
metabolismo oxidativo de la dopamina y del hidroxitirosol de
origen natural).

Concentraciones en sangre y en orina de DOPAC y HVA
(biomarcadores del metabolismo oxidativo de la dopamina).
Excrecion urinaria de 4-HPAA y tirosina (afiadidas a posteriori).
Concentraciones plasmaticas de biomarcadores de oxidacion e
inflamacidn, perfil lipidico y glucosa. Se determinaron peréxidos
lipidicos (TBARS), LDL oxidada (LDLox), colesterol total,
colesterol HDL (HDLc), triglicéridos (TG), glucosa (Glu), proteina
C reactiva (PCR), interleucina 6 (IL-6) y las moléculas de
adhesion vascular (VCAM) e intercelular (ICAM).

Seguridad y tolerabilidad del vino y el alcohol a las dosis
empleadas.

Rendimiento psicomotor (estudio definitivo). Se midié mediante el

Test de sustitucion de digitos por simbolos (DSST).

7.2.6 Criterios de inclusién y exclusion

Criterios de inclusién

1)
2)

3)

4)

Voluntarios de ambos sexos con edades entre 18 y 55 afios.
Comprender y aceptar los procedimientos del ensayo y firmar un
consentimiento informado.

Historial y examen fisico que demuestren no presentar trastornos
organicos o psiquiatricos.

El ECG y la analitica general en sangre y orina realizados antes
del ensayo debian estar dentro de los limites de la normalidad.
Se admitieron variaciones menores o puntuales de los limites de
la normalidad si a criterio del Investigador Principal, teniendo en

cuenta el estado de la ciencia, no tenfan trascendencia clinica, no

61



5)

6)

7)

Meétodos

suponian riesgo para los sujetos y no interferian en la valoracion
de los tratamientos.

indice de masa corporal (IMC=peso/talla?) comprendido entre 19
y 25 kg/m?, y peso entre 50 y 100 kg. La correlacién entre IMC y
la grasa corporal varia en funcién del sexo, raza, edad y masa
muscular. Las mujeres tienden a tener mayor grasa corporal que
los hombres para un mismo IMC, del mismo modo que la gente
de mayor edad en comparacién con los jovenes. Los deportistas
pueden tener mayor IMC debido a un aumento de la masa
muscular. Asi pues sujetos con valores entre 25 y 27 kg/m?
podian ser incluidos a criterio del Investigador Principal.

Mujeres con un ciclo menstrual de duracion entre 26-32 dias y
gue fuera regular.

Sujetos con consumo social o recreacional de alcohol, y que

hubieran tomado vino alguna vez en la vida.

Criterios de exclusién

1)
2)

3)

4)

No cumplir los criterios de inclusion.

Antecedentes o0 evidencia clinica de trastornos gastrointestinales,
hepaticos, renales o de otro tipo que pudieran suponer una
alteracion de la absorcion, distribucion, metabolismo o excrecion
de las bebidas, o que fueran sugestivos de irritacion
gastrointestinal por farmacos.

Antecedentes o evidencia clinica de trastornos psiquiatricos,
alcoholismo, abuso de farmacos u otras drogas 0 consumo
habitual de farmacos psicoactivos.

Haber donado sangre en las 8 semanas anteriores o participado
en otros ensayos clinicos con farmacos en las 12 semanas

anteriores.
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Haber padecido alguna enfermedad organica o cirugia mayor en
los tres meses previos al inicio del estudio.

Sujetos que presentaran intolerancia o reacciones adversas al
alcohol o el vino.

Haber tomado medicacion regularmente en el mes previo a las
sesiones del estudio, a excepcion de vitaminas, remedios a base
de hierbas o complementos dietéticos que, a juicio del
Investigador Principal o los colaboradores designados por éste,
Nno supusieran riesgo para los sujetos y no interfierieran en los
objetivos del estudio. Tratamiento con dosis Unicas de
medicacién sintomatica en la semana previa a las sesiones del
estudio no fue motivo de exclusion si se suponia que se habia
eliminado completamente el dia de la sesion experimental.
Fumadores o exfumadores desde hacia menos de un afio.
Consumo de mas de 20 g de alcohol diarios en las mujeres y mas

de 40 g en los hombres.

10) Consumidores de mas de 5 cafés, tés, bebidas de cola, u otras

bebidas estimulantes o con xantinas diarios en los 3 meses

previos al inicio del estudio.

11) Sujetos que no fueran capaces de entender la naturaleza del

ensayo y los procedimientos que se les solicitaba seguir.

12) Sujetos con serologia positiva para VHB, VHC o VIH.

13) Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, o que utilizaran

anticonceptivos hormonales o0 no utilizaran medidas
anticonceptivas fiables durante el estudio (como la abstinencia,
los dispositivos intrauterinos, métodos de doble-barrera o con

pareja vasectomizada).

14) Mujeres con amenorrea o sindrome premenstrual de intensidad

moderada-severa.
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15) Consumo de AINE (especialmente &cido acetilsalicilico) o
antioxidantes o suplementos vitaminicos las dos semanas previas
al inicio de los estudios.

16) Colesterol total en sangre superior 6 mmol/l (240 mg/dl) o
triglicéridos superiores a 2,26 mmol/l (200 mg/dl).

17) Sujetos vegetarianos o con dietas aberrantes.

18) Ejercicio fisico > 2h/dia o > 3000 Kcal/semana.

64



Meétodos

7.2.7 Requerimientos del estudio

Los participantes debian evitar el ejercicio fisico extenuante desde 48 h
antes de las sesiones experimentales y no podian tomar medicamentos o
cualquier tipo de droga durante el estudio.

Las 24h previas a cada sesion y durante las sesiones experimentales
tampoco podian consumir alimentos ricos en xantinas como café, mate,
té, coca-cola o chocolate.

A su vez debian abstenerse de tomar cualquier bebida alcohdlica durante

los mismos plazos de tiempo y de usar colutorios con alcohol.

Los voluntarios debian seguir una dieta pobre en fenoles las 72 h previas
al inicio de cada sesion experimental y hasta 24 horas después. Todos
los sujetos recibieron un listado de los alimentos permitidos y prohibidos.
Debian seguir su dieta habitual exceptuando las restricciones dietéticas.
Se les entregd también un modelo de dieta, con lo que podian
desayunar, comer y cenar los 3 dias previos a cada sesién experimental.

El listado es el que se describe a continuacion.

Alimentos permitidos

e Pan, bolleria, pasteleria (sin chocolate)

e Cereales: maiz, trigo, arroz

e Leche, queso, yogur, mantequilla, margarina, helado, flan

e Huevos

e Pasta

e Carne roja y blanca, embutidos, pescado azul y blanco, mariscos
e Platano

e Patatas chips, fritos (en aceite vegetal, no aceite de oliva)

e Tonicas

e Aceite de girasol
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Alimentos prohibidos

Algunas verduras y legumbres (la cebolla, el apio, las patatas, la
lechuga, los guisantes, el tomate, el broculi, las endivias, las
lentejas y la col)

Frutas y zumos, mermeladas

Cualquier bebida alcohdlica (cerveza, vino, destilados)

Café, té, mate, coca-cola, cacao, chocolate, bebidas energéticas

Aceite de oliva y aceitunas

Ademas los voluntarios debian cumplimentar un registro dietético para

comprobar si habian seguido bien la dieta.

A continuacion se muestra una pagina del registro a modo de ejemplo.
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REGISTRO DIETETICO

VOL: CODIGO: PRE-SESION 1
DIETA POBRE FENOLES Y SIN ALCOHOL
Dia de la semana Fecha / /2011
Alimentos Modo de Cantidad
Desayuna Hora: | preparacion (medida casera)
Alimentos Modo de Cantidad
Media mafiana preparacion (medida casera)
Hora:
Alimentos Modo de Cantidad
Comida preparacién (medida casera)
Hora:
Alimentos Modo de Cantidad
Merienda Hora: preparacion (medida casera)
Alimentos Modo de Cantidad
Cena Hora: preparacién (medida casera)
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7.2.8 Sesiones experimentales
Los sujetos se reclutaron del mismo modo que en el anterior estudio
(DOPET 1). La visita de seleccion se realizé en un periodo de hasta 3

semanas previas al inicio de las sesiones experimentales.

En esta visita se hicieron los mismos procedimientos que en el DOPET1.
Ademas se explicd a los voluntarios la dieta que tenian que seguir y se
les hizo un entrenamiento en la prueba de rendimiento psicomotor (test
de sustitucion de digitos por simbolos-digit symbol substitution test,
DSST).

El DSST es una prueba que valora la atencién y reconocimiento de
estimulos, la velocidad de respuesta y la coordinacién visuomotora de los
participantes. Hay que emparejar digitos con formas geométricas lo mas
rapido posible y cometiendo el minimo numero de errores. Se hace

mediante ordenador y tiene una duracién de 90 segundos.

El formato de las figuras es una matriz cuadrada de 3 x 3, sombreada
aleatoriamente. A cada figura le corresponde un numero. El voluntario
con el teclado nimerico del ordenador tiene que componer la forma
numérica que corresponde al numero aleatorio que aparece en la
pantalla. En el ejemplo siguiente si el digito fuera 2 el sujeto deberia

apretar en el teclado numérico las teclas 7,4,2.
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Figura 4. Ejemplo en que se muestra como realizar el DSST.

9

s LS

Cme
8o

El entrenamiento consistia en hacer la prueba en al menos 20 ocasiones
para alcanzar la meseta de aprendizaje. Se calculaba el coeficiente de
variacion del nimero de respuestas correctas de las 5 Ultimas ocasiones
y si era menor del 5% indicaba que el sujeto ya estaba bien entrenado de

cara a las sesiones experimentales.

Cada sujeto participd en cuatro sesiones experimentales, cada una de
ellas separada un minimo de 3 dias. La duracién total de los estudios fue
de un minimo de 4 semanas (una para la seleccién, dos para la

realizacién de las 4 sesiones experimentales, y una para la visita final).

Los sujetos debian acudir en ayunas para poder iniciar las sesiones a las
08:00 de la mafiana. Debian a su vez aportar la orina de las 24 h previas

en unos contenedores especiales.
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A su llegada se les realizaron un test de drogas en orina (Instant-View®
multitest: anfetaminas, cocaina, metanfetamina, morfina, tetrahidro-

canabinol, fenilciclidina) y una alcoholemia en aire espirado (etilometro
portatil Drager®) para comprobar que no habian bebido las udltimas
horas. Una vez en la cama se les colocd un catéter intravenoso para la
extraccion de las muestras de sangre y se les tomaron las constantes
vitales monitores especificos (Dinamap® Pro Care, Critikon®, Tampa,
FL). A su vez, en el estudio definitivo se realiz6 el DSST en dos

ocasiones (se seleccion6 como basal la mejor de ambas).

Una diferencia importante respecto al estudio DOPET 1 es que los
sujetos recibieron las bebidas experimentales 2 h después de haber
recibido un vaso de agua de 300 ml, hacia las 10:00 de la mafiana. De
este modo se podia determinar el hidroxitirosol basal de cada sesion (-2
h a Oh) y asegurar que en la orina no quedaban restos de hidroxitirosol

del dia anterior.

Durante las sesiones experimentales se recogieron muestras de sangre
de forma continuada, a los 15, 30, 45 minutos, 1, 1,5, 2, 3, 4, 6 y 22
horas. En total contando las analiticas de seleccion y final se extrajeron

unos 490 ml de sangre a cada voluntario.

Se recogid orina en intervalos hasta 22 horas después de la
administracion (24 después del agua inicial) (0-2 h, 2-4 h, 4-6 h, 6-12 h,
12-22 h). Para evaluar los efectos subjetivos alcohol se utilizé una
escala analdgica visual que media la sensacion de borrachera de 0 a 100
mm como en el estudio previo. También se evalué el rendimiento
psicomotor mediante el DSST a los 30 minutos, 1 h, 2 hy 6 h. Se realiz6
de nuevo un test de alcoholemia en aire espirado en el momento previsto
de la concentracién maxima de alcohol 0 tyax (30 minutos) y antes de dar
el alta a los voluntarios, a las 6 h tras la administracion de las bebidas

experimentales.
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Los sujetos desayunaron a las 2 horas de las bebidas un bocadillo de
gueso con unas gotas de aceite de girasol y 300 ml de agua. A las 4 h se
administraron 100 ml de agua adicionales y a las 6 h comieron un plato

de pasta sin condimentos.

Al final del estudio los sujetos acudieron a una visita final en la que
realizé de nuevo una exploracion fisica y unas analiticas de sangre y

orina completas.

A continuacién se muestra una tabla resumen de los procedimientos que

se realizaron durante las sesiones experimentales
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Tabla 7. Esquema de las sesiones experimentales en el estudio DOPET
2.

H HP|HR| ES |INI| EAV | PA [ FC [ T2 [INI ORINA
. Orina-2-0 h
predosis
300ml agua
HORA INICIO ADMINISTRACION HORA FINAL
15 min.
30 min. DSST
45 min.
1h DSST
1,5h
oh Orina 0-2 h
DSST
3h
4 h Orina 2-4 h
Orina4-6 h
6h
DSST
Orina 6-12 h,
22 h
12 h-22 h

H = tiempo; HP = hora prevista; HR = hora real; ES = extraccion de sangre; INI =
iniciales del que realiza la tarea; EAV = Escala analdgica visual;
PA = presion arterial; T2 = temperatura oral.

Las zonas sombreadas corresponden a tiempos en que no se determiné la

variable en cuestion.
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7.2.9 Métodos de andlisis de las muestras

e Analisis los distintos fenoles en los vinos.

El tirosol, la tirosina y la tiramina se cuantificaron mediante
cromatografia de ultra-alta presion acoplada a un espectrometro de
masas de triple cuadrupolo.La tiramina se analiz6 mediante

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).

e Concentraciones de alcohol en sangre y de los distintos fenoles
en orina.

Mismas técnicas que en el estudio DOPET 1.

e Excrecién urinaria de intermediarios y metabolitos en la sintesis
de dopamina (tirosina, DOPAC, HVA, y 4-HPAA).

Cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas,

utilizando el etilcloroformato como agente derivatizante, con ligeras

modificaciones a métodos ya publicados previamente (Qiu 2007,

Namera 2002, Husek 1991).

e Determinaciones en plasma de glucosay lipidos.
Métodos enziméaticos automatizados. La fraccion LDL del colesterol
se calculd mediante la féormula de Friedewald: Colesterol LDL =

colesterol total-(colesterol HDL+triglicéridos/5) en mg/dI.

e La PCR se analiz6 mediante inmunoturbidimetria, la LDLox
mediante ELISA y los peroxidos lipidicos (TBARS) mediante métodos
fluorimétricos. Para la IL-6, VCAM e ICAM se utilizé un analizador de

citometria de flujo y un enzimoinmunoensayo (luminex)
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7.2.10 Andlisis estadistico

Se hizo un andlisis descriptivo de todas las variables para cada uno de
los tratamientos.

Antes de proceder al analisis de los datos para algunas variables se
calcularon las diferencias a la basal: concentraciones de los
biomarcadores de inflamacién, oxidacion, lipidos y glucosa, puntuaciones
de las variables subjetivas, rendimiento psicomotor, y mediciones de las

constantes vitales.

Se calcul6 el efecto maximo (Ema) O concentracion maxima (Cmax), €l
tiempo para alcanzarlos (tnax) Y €l area bajo la curva (AUC) de 0 a 6h
mediante la regla de los trapezoides para cada una de estas variables.
En el caso de la glucosa los parametros se calcularon las 2 primeras
horas tras la administraciéon mientras que para TBARS, PCR y las LDL

oxidada fue para las primeras 22h.

Se comparé el AUC y la C,,ax de estas variables mediante un analisis de
la varianza (ANOVA) de medidas repetidas con el tratamiento (bebida
experimental) como factor. Cuando con el ANOVA se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos se hicieron
comparaciones multiples posthoc dos a dos ajustadas mediante el test de
Tukey.

El andlisis de tnx se hizo mediante la prueba no paramétrica
correspondiente (Friedman). Se hicieron comparaciones multiples 2 a 2

mediante el test de Wilcoxon.

Se hizo ademas una comparacién del curso temporal entre los distintos
tratamientos para cada una de las variables mediante un ANOVA de
medidas repetidas con dos factores, el tratamiento, y el tiempo. De

nuevo, cuando la interaccion tiempo x tratamiento resultd
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estadisticamente significativa se hicieron comparaciones multiples dos a

dos para cada punto en el tiempo ajustadas mediante el test de Tukey.

Para las concentraciones de alcohol se calcularon los siguientes
parametros cinéticos: Cna, AUC de 0 a 6h mediante la regla de los
trapezoides y tmax. La Chax ¥ €l AUC de las dos bebidas alcohdlicas se
comparé mediante una t—Student para datos apareados mientras que
para la ty,ax se uso el test de Wilcoxon.

Para calcular la excrecion total de hidroxitirosol se sumg la cantidad libre
con el OHTyr-3-O-glucurénido, OHTyr-4-O-glucurénido, el OHTyr-3-
sulfato y el HVAL total (a la vez suma del HVAL libre y el HVAL-4-O-
glucurénido). En el caso del tirosol el total se calcul6 como la cantidad
excretada libre sumada al Tyr-4-O-glucurénido.

La excrecién de los distintos fenoles y metabolitos de la dopamina en
orina de 0 a 6 h se comparé mediante una ANOVA de medidas repetidas
con el tratamiento como factor. Para los fenoles fue necesario
logaritmizar las variables ya que no se cumplian las condiciones de
aplicacion de la prueba, en algunos casos la normalidad y en otros la
esfericidad. Cuando se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos se hicieron comparaciones multiples dos

a dos ajustadas mediante el test de Tukey.

Los andlisis se realizaron mediante SPSS Statistics for Windows (version
18.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Se consideré estadisticamente

significativa una p<0,05.
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8. RESULTADOS

8.1. RESULTADOS DOPET 1

8.1.1. Caracteristicas demograficas basales

Los voluntarios de los estudios pilotos y el estudio definitivo (total n=24)
eran todos hombres sanos con una edad de 25,75 + 4,51 afios, un peso
de 79,17+ 6,54 kg y un IMC de 24,27 + 2,22 kg/mz. Una tercera parte de
ellos (8) eran fumadores y el 91% consumia alcohol de forma regular (5
UBE por semana). El resto aunque no consumia de forma regular si lo

hacia esporadicamente.

8.1.2. Dosis de alcohol vs. dosis ajustada al peso

En la siguiente figura se muestra que a pesar de que en el estudio la
dosis de alcohol no se ajustdé al peso, no hubo apenas solapamiento
entre las dosis correlativas cuando éstas se ajustaron. Las dosis de 24 y
30 g fueron las mas parecidas entre ellas.

Figura 5. Bloxplot de la dosis ajustada por dosis de alcohol.
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A continuacion se muestran los resultados en tablas y figuras para cada
una de las variables del estudio

En las figuras se han representado los valores de las distintas variables
por dosis de alcohol. Para las variables de mayor interés se muestran
también los datos ajustados al peso de los sujetos. Si la relacién entre la
dosis de alcohol y la variable parecia ser no lineal se elaboraron figuras
con distintos ajustes con la/s variable/s logaritmizadas. Estos graficos,
juntamente con los graficos g-q plot y los de homocedasticidad para las
variables con y sin logaritmizar se utilizaron para decidir si era 0 no mas

adecuado aplicar el modelo de regresion con los datos transformados.

Para la t,a de la alcoholemia y los efectos subjetivos se han usado
gréaficos balloon plot que son Utiles para identificar visualmente si existe

una relacién con la dosis de alcohol.

En las distintas tablas para cada variable se muestra el andlisis
descriptivo de la misma, los parametros del modelo lineal mixto y su
significacion, las estimaciones de las medias con el modelo y su intervalo
de confianza (IC) del 95%.

El modelo lineal mixto permite tener en cuenta la correlacion que existe
entre los datos obtenidos de un mismo individuo. La ecuacién de todo
modelo de regresion es y = ax + b, donde a es la pendiente y b es la
interseccion o valor de y cuando x es 0. Los parametros que se aportan
en las tablas son la pendiente (a), que nos informa del incremento o
disminucion en unidades de la variable por cada gramo de alcohol, y la
interseccion (b). Cuando la p de la pendiente es <0,05 indica que existe
relacion entre la dosis de alcohol y dicha variable.

En los gréficos que hay una linea azul esta corresponde a un ajuste

suavizado. No utiliza todos los datos sino los mas cercanos entre ellos.
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8.1.3. Concentraciones de alcohol en sangre
8.1.3.1. Concentraciones maximas (Cpmax)

Tabla 8. Analisis descriptivo de Cax (nmoles/ml).

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max
649 6 0 2,79 0,67 2,72 1,95 3,60
12 ¢ 6 0 5,32 1,70 5,09 3,36 7,81
18 g 12 0 7,45 2,38 6,95 4,56 10,81
24 ¢ 6 0 12,62 2,77 12,80 8,47 16,06
3049 12 0 11,91 2,63 11,61 8,47 16,06
429 6 0 19,28 3,62 19,10 14,54 25,40

Figura 6. Caen funcion de la dosis de alcohol.
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Tabla 9. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros.
Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 0,271 0,901 23 0,301 0,766
Dosis alcohol [g] 0,425 0,035 23 12,086 <0.001

Por cada g de alcohol C,ox aumenta en 0,425 nmoles/ml.
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Tabla 10. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC
del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
69 2,82 1,33 4,32
12 g 5,38 4,20 6,55
18¢g 7,93 6,98 8,87
24 g 10,48 9,59 11,37
30¢g 13,03 11,99 14,07
42 g 18,14 16,46 19,81

A continuacion se muestran los resultados con la dosis ajustada al peso.

Figura 7. Cax €n funcion de la dosis ajustada al peso
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Tabla 11. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 0,584 0,944 23 0,618 0,542
Dosis [g/kg] 32,436 2,858 23 11,349 <0,001

Por cada g/kg de alcohol C,,ax aumenta 32,436 nmoles/ml.
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Tabla 12. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC
del 95% por dosis de alcohol ajustada al peso.

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 3,83 2,35 5,30
0,2 g/kg 7,07 5,97 8,18
0,3 g/kg 10,31 9,33 11,30
0,4 g/kg 13,56 12,36 14,75
0,5 g/kg 16,80 15,20 18,41
0,6 g/kg 20,05 17,94 22,15

8.1.3.2. Area bajo la curva (AUC)
Tabla 13. Andlisis descriptivo de AUC (nmoles x h/ml).

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max
69 6 0 2,92 0,97 3,01 1,81 4.5
12 g 6 0 7,63 3,06 7,14 4,07 11,5
189 12 0 11,16 4,94 10,38 5,40 21,7
24 g 6 0 20,80 2,60 20,55 17,28 25,1
30¢g 12 0 25,30 6,89 25,20 13,29 35,8
42 g 6 0 51,90 12,04 52,16 37,36 70,1

Figura 8. AUC concentracion alcohol en funcién de la dosis.
AUC alcoholemia por dosis de alcohol
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Resultados

A continuacion se muestran los resultados con la dosis ajustada al peso.

Figura 9. AUC en funcion de la dosis ajustada al peso.
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Figura 10. Ajustes lineal y exponencial de los datos con la dosis/kg.
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Resultados

En los graficos previos se puede observar que se obtiene un mejor ajuste
de los datos al logaritmizar la variable AUC. Una vez superados los 30 g
de alcohol o los 0,5 g/kg la relacion entre ambas variables deja de ser

lineal.

Figura 11. Graficos para comprobar normalidad (izquierda) vy
homocedasticidad (derecha). Se muestran los correspondientes a ambas
variables logaritmizadas, que son los que cumplen mas las condiciones

de aplicacion del modelo.
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Tabla 14. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros (escala

logaritmica en ambas variables).

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 4,725 0,136 23 34,734 <0.001
Log dosis [g/kg] 1,503 0,086 23 17,468 <0.001
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Resultados

Tabla 15. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC
del 95% por dosis ajustada (escala original).

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 3,54 2,35 5,34
0,2 g/kg 10,04 7,54 13,37
0,3 g/kg 18,47 14,90 22,88
0,4 g/kg 28,45 24,17 33,49
0,5 g/kg 39,78 35,17 45,01
0,6 g/kg 52.32 47,77 57,30

8.1.3.3. Tiempo maxima concentracion (tmax)

Tabla 16. Analisis descriptivo de tn,.x de las concentraciones (h)

Dosis N Perdidos Mediana Min Max
69 6 0 0,38 0.25 0,75
12 g 6 0 0,50 0,50 0,75
18¢g 12 0 0,50 0,25 1,00
24 g 6 0 0,75 0,25 1,50
30¢g 12 0 0,62 0,50 1,50
42 g 6 0 0,75 0,50 1,50
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Resultados

Figura 12. Representacion gréfica de tnax (h) en funcién de la dosis de
alcohol.

Ettvyl adcohol: Tmax

Alcohol dosage

3 2 1
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1 1 3 1
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Tabla 17. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 0,294 0,105 23 2,792 0,010
Dosis alcohol [g] 0,016 0,004 23 3,849 0,001

Por cada g de alcohol aumenta la ty.x en 0,016 h (57,6 s).
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8.1.3.4. Curso temporal

Figura 13. Concentraciones de alcohol de 0 a 6 h en funcién de la dosis
administrada.
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A medida que aumenta la dosis se pueden detectar durante mas tiempo
alcohol en sangre, que ha desaparecido a las 6 h para todas las dosis.
Del mismo modo a medida que aumenta la dosis lo hacen las
concentraciones maximas y el AUC. Hay un cierto solapamiento entre

dosis correlativas comolade 24y 30gylade 12y 18 g.
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8.1.3.5 Resumen de alcohol en sangre

-Las concentraciones de alcohol en sangre aumentaron con la dosis

administrada, y resultaron indetectables a las 6 h.

-Exististi6 una relaciébn entre los parametros farmacocinéticos de la
alcoholemia (Chax, AUC ¥ thay) Y la dosis de alcohol. A medida que

aumentaba la dosis de alcohol aumentaron dichos parametros.

-Tanto para la Cpax tmax COmo para el curso temporal de las
concentraciones se pudo observar un solapamiento entre algunas de las
dosis (12-18 g y 24-30 g). Este hecho se puede explicar por la
variabilidad interindividual en la cinética del etanol, ya que los sujetos que
tomaron una de esas dosis no tomaron la correlativa. Al ajustar la dosis
de alcohol al peso de los sujetos estas pequefas discrepancias se

redujeron.

-La Cyax Siguié una relacion lineal con la dosis de alcohol. Para el AUC el
valor de 42 g se dispar6 respecto al resto sugiriendo que la relacion con
la dosis de alcohol a partir de cierto punto deja de ser lineal. Tras probar
distintas estrategias logaritmizando una, otra u ambas variables el mejor

ajuste se obtuvo con las dos variables logaritmizadas.

-La thax de las concentraciones se obtuvo a los 30 minutos de la
administracion en la mayoria de los sujetos, aunque se pudo observar un
ligero aumento a medida que lo hacia la dosis administrada (hasta 1,5 h

en 5 de los voluntarios de la dosis mas alta).
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Resultados

8.1.4. Efectos subjetivos (sensacion de borrachera)
8.1.4.1. Efectos maximos (Emax)

Tabla 18. Andlisis descriptivo de Emnax (mm).

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max

0g 24 0 1,0 3,49 0,0 0 17
609 6 0 6,0 9,59 3,0 0 25
129 6 0 18,5 25,29 55 0 61
18¢ 12 0 15,8 14,96 12,5 0 51
24 g 6 0 28,5 27,92 19,5 4 73
3049 12 0 31,6 21,19 34,0 2 60
42 g 6 0 38,5 24,02 26,5 18 73
Figura 14. Enax €n funcion de la dosis de alcohol.
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Tabla 19. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros.
Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 1,254 3,068 a7 0,409 0,684
Dosis alcohol [g] 0,974 0,123 47 7,944 <0.001

Por cada gramo de alcohol E,x aumenta en 0,974 mm.
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Tabla 20. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
69 1,25 -4,92 7,43
12 g 7,10 1,68 12,51
18 ¢ 12,94 7,94 17,93
24 g 18,78 13,79 23,78
30¢g 24,63 19,21 30,04
42 g 30,47 24,30 36,64

8.1.4.2. Area bajo la curva (AUC)

Tabla 21. Andlisis descriptivo de la AUC de los efectos (mm x h).

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max

0g 24 0 0,85 2,84 0,00 0,00 13,8
69 6 0 6,54 11,57 2,00 0,00 29,8
12 g 6 0 2450 38,63 7,88 0,00 100,5
18 ¢ 12 0 19,63 18,63 13,38 0,00 54,8
249 6 0 48,17 56,87 27,25 5,00 154,2
309 12 0 57,63 58,48 42,25 1,75 204,0
42 g 6 0 96,00 93,07 64,88 19,00 273,0

Figura 15. AUC efectos en funcién de la dosis de alcohol.

AUC efectos subjetives por dosis de aleohol
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Tabla 22. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) -3,081 7,472 a7 -0,412 0,682
Dosis alcohol [g] 2,056 0,314 47 6,556 0,001

Tabla 23. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC
del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
69 -3,08 -18,11 11,95
12 g 9,26 -3,73 22,24
18¢ 21,59 9,76 33,42
24 g 33,93 22,10 45,76
309 46,27 33,28 59,25
42 g 58,60 43,57 73,63
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8.1.4.3. Tiempo maximo efecto (tmax)

Tabla 24. Analisis descriptivo de t,. de los efectos (h).

Dosis N Perdidos Mediana Min Max
0g 24 0 0,0 0,0 1
69 6 0 0,5 0,0 1
12 g 6 0 0,5 0,0 1
18¢g 12 0 0,5 0,0 1
24 g 6 0 0,5 0,5 1
30¢g 12 0 0,5 0,5 2
429 6 0 1 0,5 2

Figura 16. Representacion grafica de tya (h) en funcion de la dosis de
alcohol.
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Tabla 25. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 0,133 0,063 47 2,111 0,040
Dosis alcohol [g] 0,022 0,003 47 7,578 <0,001

Por cada gramo de alcohol aumenta la ty,.x de los efectos en 0,022h
(1,32 minutos).
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8.1.4.4. Curso temporal

Figura 17. Efectos subjetivos de 0 a 6 h en funcion de la dosis.
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A medida que aumenta la dosis se pueden detectar durante mas tiempo
efectos subjetivos, que habian desparecido a las 6 h para todas las
dosis. Del mismo modo a medida que aumenta la dosis los efectos
maximos y el AUC. Hay un cierto solapamiento entre dosis correlativas
comola12y18g.
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8.1.4.5. Resumen de efectos subjetivos

-Los efectos subjetivos (sensacidn de borrachera) con todas las dosis
administradas fueron leves ya que no llegaron a superar los 35 mm (en
promedio), y desaparecieron a las 4 h en la mayoria de voluntarios,

exceptuando las dosis de 42 g con la que habian desparecido a las 6 h.

-Existe una relacion entre los parametros farmacocinéticos de los efectos
subjetivos del alcohol (Emax, AUC, thax) Y la dosis de alcohol. A medida
gue aumento la dosis de alcohol aumentaron dichos pardmetros. Los
efectos subjetivos también aumentaron para mismos tiempos a medida

gue lo hacia la dosis.

-La sensacion de borrachera que produce una misma dosis de alcohol es
muy variable de un individuo a otro (el CV para las distintas dosis de
alcohol oscilo entre el 63% y 150%). Ver también la dispersion de puntos
para una misma dosis en las figura 14. Por este motivo los IC de los

efectos estimados con las distintas dosis se solapan la mayoria de ellos.

-La thax de los efectos se produjo a los 30 minutos para la mayoria de las
dosis estudiadas y sujetos (ver grafico balloonplot), sin embargo en 3

sujetos aparecio hasta 2 h después de la administracion.
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Resultados

8.1.5. Correlacion entre concentraciones y efectos

Se observé una correlacién positiva baja estadisticamente significativa
entre el AUC de las concentraciones de 0 a 6 h y el AUC de los efectos
subjetivos de 0 a 6 h (r=0,353 p=0,01).

También se correlacionaron aunque sin alcanzar la significacion
estadistica Cnax Y Emax (r=0,308, p=0,055).

Figura 18. Correlacion entre concentraciones y efectos maximos

Emax efectos subjetives
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-
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El hecho de que no se correlacionen mejor estas variables es porque hay
una gran variabilidad de un sujeto a otro en los efectos a pesar de tener
mismas concentraciones. El distinto grado de tolerancia al alcohol de los

individuos es la explicacion més plausible.
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8.1.6 Excrecion urinaria de hidroxitirosol
8.1.6.1. Hidroxitirosol total

Tabla 26. Analisis descriptivo del hidroxitirosol total (nmoles totales 0-6 h)

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max
0g 19 5 427 498 268 87 2337
69 4 2 383 300 270 173 822
12g 4 2 513 256 406 347 891
18 g 9 3 577 288 577 226 950
249 6 0 1131 1038 824 295 3196
30g 9 3 844 802 624 166 2748
429 6 0 1296 984 925 444 3144

Los sujetos con datos perdidos se deben a la falta de muestra tras

haberla analizado con diferentes técnicas analiticas en varias ocasiones.

Figura 19. Excrecion urinaria de hidroxitirosol total de 0 a 6 h en funcién
de la dosis de alcohol.
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Resultados

Figura 20. Excrecion de OHTyr total de 0 a 6 h respecto a la dosis de
alcohol (con promedio y datos individuales)

OHTyr TOTAL rec por dosis de alcohol
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Figura 21. Transformacion logaritmica de la ordenada (excrecién de
OHTyr total de 0-6 h)
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Resultados

Figura 22. Gréaficos para comprobar las premisas de normalidad

(izquierda y homocedasticidad (derecha) con la ordenada logaritmizada.
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Tabla 27. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 5,774 0,156 37 36,988 <0,001
Dosis alcohol [g] 0,026 0,005 37 4,897 <0,001

Por cada g de alcohol el logaritmo del hidroxitirosol aumenta en 0,026.

Tabla 28. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol (en escala original).

Estimacion 2,5% 97,5%
Og 321,76 234,51 441,46
69 375,09 281,27 500,22
12 g 437,27 333,28 573,72
18¢g 509,76 389,29 667,51
24 g 594,26 448,10 788,09
30g 692,77 509,23 942,460
429 941,48 639,99 1385.05
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Resultados

A continuaciéon se muestran los resultados con la dosis de alcohol

ajustada al peso.

Figura 23. Hidroxitirosol en funcion de la dosis ajustada al peso.

OHTyr TOTAL rec por dosis de alcohol ajustada al peso
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De nuevo el ajuste fue mejor con la ordenada logaritmizada. A
continuacién se muestran los resultados del modelo con el logaritmo de

la variable.

Tabla 29. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 5771 0.155 37 37,289 <0,001
Dosis [g/kg] 2,053 0.413 37 4,970 <0,001

Por cada g/kg de alcohol el log del hidroxitirosol aumenta en 2,053.
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Tabla 30. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol ajustada al peso.

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 393,91 298,14 520,44
0,2 g/kg 483,66 370,63 631,17
0,3 g/kg 593,87 449,05 785,38
0,4 g/kg 729,18 531,99 999,45
0,5 g/kg 895,32 620,28 1292,31
0,6 g/kg 1099,31 715,87 1688,14

Figura 24. Excrecién urinaria de 0 a 6 h del hidroxitirosol libre y
conjugado asi como de su metabolito principal, el homovanil alcohol
(HVAL) total.
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Para poder cumplir las condiciones del modelo, del mismo modo que
para el hidroxitirosol total, se logaritmizaron los valores de todos sus

metabolitos y la fraccién libre.
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8.1.6.2. Hidroxitirosol sulfato

Tabla 31. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 3,525 0,656 37 5,373 <0,001
Dosis alcohol [g] 0,060 0,030 37 1,977 0,056

Por cada g de alcohol el logaritmo del hidroxitirosol sulfato aumenta en

0,060. Casi se alcanz6 la significacion estadistica.

Tabla 32. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
0g 33,95 8,99 128,25
69 48,59 16,31 144,70
12 g 69,54 27,14 178,18
18¢ 99,52 39,59 250,19
24 g 142,43 50,28 403,51
309 203,85 57,79 719,02
42 g 417,53 65,91 2645,19

A continuacion se muestra el analisis con la dosis ajustada al peso.

Tabla 33. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 3,472 0,649 37 5,348 <0,001
Dosis [g/kg] 5,028 2,387 37 2,107 0,042
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Por cada g/kg de alcohol el logaritmo del hidroxitirosol sulfato aumenta
en 5,028.
Tabla 34. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol ajustada al peso.

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 53,26 19,22 147,57
0,2 g/kg 88,06 35,73 217,04
0,3 g/kg 145,59 52,08 406,95
0,4 g/kg 240,70 63,70 909,50
0,5 g/kg 397,95 71,53 2213,92
0,6 g/kg 657,94 77,20 5607,16

8.1.6.3. Hidroxitirosol libre

Tabla 35. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 2,726 0,348 37 7,838 <0,001
Dosis alcohol [g] 0,008 0,015 37 0,540 0,592

No hay relacion entre esta variable y la dosis de alcohol.

8.1.6.4. Hidroxitirosol glucurénidos

Tabla 36. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 4,545 0,282 37 16,142 <0,001
Dosis alcohol [g] -0,007 0,013 37 -0,553 0,584

No hay relacién entre esta variable y la dosis de alcohol.
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8.1.6.5. Homovanil alcohol total
Tabla 37. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 1,379 0,336 37 4,101 <0,001
Dosis alcohol [g] 0,114 0,015 37 7,640 <0,001

Por cada g de alcohol el logaritmo del homovanil alcohol aumenta en

0,184.

Tabla 38. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
0g 3,97 2,01 7,85
6g 7,87 4,45 13,90
129 15,59 9,46 25,69
18 ¢ 30,89 18,91 50,46
24 g 61,22 35,47 105,67
309 121,31 63,41 232,09
42 g 476,36 188,02 1206,89
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8.1.6.6. Hidroxitirosol basal

El hidroxitirosol basal se analiz6 en una muestra puntual de orina. Se

conoce la concentracion pero no la cantidad excretada.

Figura 25. Hidroxitirosol total basal en funcién de la dosis de alcohol
(nmoles/ml). Datos analizados por GC/MS en lugar de LC/MS.
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Tabla 39. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) -1,594 0,221 32 -7,204 <0,001
Dosis alcohol [g] 0,013 0,007 32 1,787 0,083

No hay relacion entre el hidroxitirosol basal y la dosis de alcohol.
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8.1.6.7. Resumen de hidroxitirosol

-Se observo una gran variabilidad entre individuos en la excrecion de
hidroxitirosol total tras la ingesta de alcohol (los CV para las distintas
dosis de alcohol oscilaron entre el 49 y 78% vy para el placebo fue del

116%). Ver también la dispersion de los puntos en la figura 20.

-El hidroxitirosol total aumenté con la dosis de alcohol administrada.

También lo hicieron el hidroxitirosol sulfato y el homovanil alcohol.

El hidroxitirosol se excreté en orina principalmente conjugado con sulfato
en lugar de acido glucuronico (diferencia notable con el aceite de oliva,

en gue se excreta principalmente glucuronizado).

-En el caso del hidroxitirosol libre y el hidroxitirosol glucurénido no se
observé relacién con la dosis de alcohol administrada. La cantidad de

hidroxitirosol excretada en la forma libre fue muy pequena.

-Con los andlisis de muestras basales realizados no se puede descartar
una transgresion dietética por parte de alguno de los sujetos. Sin
embargo, como todos refirieron buen cumplimiento de las restricciones
(alcohol, aceite) y las alcoholemias fueron todas negativas al inicio de las

sesiones, se decidid no excluir a ninguno de los anélisis.

-El alcohol no contiene hidroxitirosol y la cantidad excretada sin
intervencion es minima (ver grupo placebo o 0 g) por lo que se deduce

gue el hidroxitirosol detectado en orina se generé de forma enddgena.
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8.1.7. Excrecion urinaria de tirosol

Tabla 40. Andlisis descriptivo del tirosol (nmoles) por LC/MS.

Dosis N Perdidos  Media DE Mediana Min Max
O0g 19 5 91,0 95,7 74,9 9,21 435
69 4 2 69,9 56,6 52,7 2417 150
12g 4 2 115,4 113,3 72,5 37,57 279
18 g 9 3 3354 719,5 96,6 28,18 2247
24 g 6 0 378,4 257,0 281,4 122,12 721
30g 9 3 307,1 279,7 261,7 110,33 1002
42 g 6 0 586,2 427,9 432,3 246,60 1368

Los sujetos con datos perdidos se deben a la falta de muestra tras el

analisis repetido de la misma con diferentes técnicas analiticas.

Figura 26. Excrecion de tirosol de 0 a 6 h en funcion de la dosis de

alcohol.
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Figura 27. Excrecion de tirosol de 0 a 6 h en funcion de la dosis de

alcohol (promedio y datos individuales)
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Figura 28. Transformacion logaritmica de la ordenada (excrecion de Tyr
total de 0-6 h).
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Figura 29. Gréaficos para comprobar las premisas de normalidad

(izquierda) y homocedasticidad (derecha).
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Tabla 41. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 4,027 0,181 37 22,220 <0,001
Dosis alcohol [g] 0,051 0,008 37 6,044 <0,001

Por cada g de alcohol el logaritmo del tirosol aumenta en 0,051.

Tabla 42. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
0g 56,09 38,85 80,98
69 75,98 56,22 102,68
12 g 102,93 79,42 133,41
18 ¢ 139,44 108,16 179,77
249 188,89 141,73 251,75
30¢g 255,88 180,65 362,45
429 469,58 281,80 782,47
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Figura 30. Tirosol en funcién de la dosis ajustada al peso.

Tyr TOTAL rec por dosis de alcohol ajustada M peso

Dosts apustada of pese b

De nuevo se logaritmizé la variable para cumplir las condiciones del

modelo.

Tabla 43. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 4,017 0,177 37 22,631 <0,001
Dosis [g/kg] 4,084 0,662 37 6,170 <0,001

Por cada g/kg de alcohol el logaritmo del tirosol aumenta en 4,084.
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Tabla 44. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC
del 95% por dosis de alcohol ajustada al peso.

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 83,54 63,40 110,07
0,2 g/kg 125,67 98,61 160,15
0,3 g/kg 189,05 143,12 249,72
0,4 g/kg 284,40 197,73 409,06
0,5 g/kg 427,83 266,87 685,86
0,6 g/kg 643,60 356,40 1162,24

8.1.7.1. Resumen de tirosol

-La dosis de alcohol se relaciond con la excreciéon urinaria de tirosol de 0

a 6 h, de modo que a mas dosis mayor cantidad en orina de este fenol.

-Los nmoles de tirosol excretados fueron de 2 a 5 veces inferiores a los

de hidroxitirosol.

-Dado que el alcohol no contiene tirosol y que la cantidad presente en el
cuerpo sin intervencion es minima (ver grupo placebo o 0 g) el tirosol

detectado en orina se genero de forma endégena.

-De nuevo se aprecid gran variabilidad entre individuos en la excreciéon
de tirosol para una misma dosis (los CV oscilaron entre el 67 y 2149%,
CV=104% para el placebo).
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8.1.8. Excrecion urinaria de DOPAC, HVA y raz6n DOPAC/OHTyr
8.1.8.1 Acido 3-4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
Tabla 45. Andlisis descriptivo del DOPAC (nmoles)

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max

0g 24 0 3239 2126 2206 292 7803
69 6 0 3484 2419 2776 1635 8330
129 6 0 4688 3487 4111 616 10666
189 12 0 2024 1110 1836 373 4793
249 6 0 2559 1142 2319 1223 4296
309 12 0 2190 827 2040 1118 3745
429 6 0 3393 1707 3001 1794 6088

Figura 31. Excreciébn de DOPAC de 0 a 6 h en funcion de la dosis de
alcohol.
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Tabla 46. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros.

EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 3169,292 381,713 47 8,303 <0,001
Dosis alcohol [g] -14,024 12,989 47  -1,080 0,286

No hubo relacién entre la dosis de alcohol y la excrecion de DOPAC.

8.1.8.2. Acido homovanilico (HVA)

Tabla 47. Analisis descriptivo del acido homovanilico (nmoles).

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max
O0g 24 0 8548 4907 7921 41 21413
69 6 0 8501 2008 8205 6374 10899
12g 6 0 7598 830 7705 6464 8696
18 g 12 0 7232 3729 8081 52 12166
249 6 0 7375 2015 6854 4923 10501
30g 12 0 8223 3809 7691 50 15851
429 6 0 8749 1787 8575 6702 11050

Figura 32. Excrecidn urinaria de acido homovanilico de 0 a 6 h.
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Tabla 48. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros

No hubo relacion entre la dosis de alcohol y la excrecién de HVA.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 8381,071 701,031 47 11,955 <0,001
Dosis alcohol [g] -18,035 26,434 47  -0,682 0,498
8.1.8.3. Raz6n DOPAC/OHTyr
Tabla 49. Andlisis descriptivo de la razén DOPAC/OHTyr
Dosis N Perdidos  Media DE Mediana Min Max
O0g 19 5 14,04 14,68 7,96 2,076 61,96
69 4 2 10,08 5,64 10,28 3,657 16,20
12g 4 2 11,67 8,66 9,09 4,555 23,96
18g 9 3 3,89 2,55 2,84 1,276 9,63
24 g 6 0 3,78 2,83 3,17 0,533 7,82
30g 9 3 4,04 2,46 3,21 1,097 8,59
42 g 6 0 3,57 1,98 3,51 0,632 5,90
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Figura 33. Razon DOPAC/OHTyr de 0 a 6 h en funcion de la dosis de
alcohol.
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N vale
o0 - 4

40 -

nmol
3

o 6 ” " 2 w0 g “”

Deosis de akcohel (g)

En este caso también se decidié logaritmizar la variable para aplicar el
modelo.

Tabla 50. Modelo lineal mixto. Estimacién de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 2,133 0,172 37 12,381 <0,001
Dosis alcohol [g] -0,030 0,006 37 -4,726 <0,001

Por cada g de alcohol se reduce el log de la razén en 0,030.
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Tabla 51. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis de alcohol.

Estimacion 2,5% 97,5%
0g 8,44 5,95 11,97
69 7,05 5,17 9,62
12 g 5,89 4,42 7,86
18¢g 4,92 3,70 6,55
24 g 411 3,04 5,56
30¢g 3,43 2,45 4,81
42 g 2,40 1,54 3,72
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8.1.8.4. Resumen de DOPAC, HVA, razén DOPAC/OHTyr

-La dosis de alcohol no se relacioné con la excrecion urinaria de DOPAC
ni la de HVA. Ambos compuestos son intermediarios en el metabolismo
de la dopamina y se encuentran en cantidades elevadas en el cuerpo de
forma basal, a diferencia del hidroxitirosol. En el grupo placebo por
ejemplo, se detectd 7 veces mas DOPAC en orina de 0 a 6 h que OHTyr.

-En cuanto a la razén DOPAC/OHTyr a medida que se administr6 mas
cantidad de alcohol se observd una disminucion de la razén. La
disminucion de la razon se produjo principalmente a expensas de un

aumento del OHTyr.
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8.1.9. Correlacion entre hidroxitirosol, alcohol, tirosol y DOPAC

Se observd una correlacion positiva moderada estadisticamente
significativa entre la C,ax de la alcoholemia de 0 a 6 h y la excrecion de
hidroxitirosol de 0 a 6h (r=0,529, p=0,005). También entre el AUC de la
alcoholemia y la excrecién de hidroxitirosol (r=0,445, p=0,025).

Figura 34. Correlaciones entre hidroxitirosol y alcoholemia
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Por otro lado el hidroxitirosol excretado se correlaciond postivamente con
el tirosol excretado (r=0,452, p=0,014) pero no con el DOPAC (r=0,146,
p=0,084).

Figura 35. Correlaciones entre OHTyr yTyr, y entre OHTyr y DOPAC.
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8.1.10. Constantes vitales
Para ninguna de las constantes vitales (FC, PAS, PAD y temperatura)
evaluadas se observo relacion con la dosis de alcohol. Ni para la Enay, €l

AUC ni el curso temporal.

8.1.11. Acontecimientos adversos

A lo largo del estudio se recogieron 26 acontecimientos adversos (AA) en
14 voluntarios. EI AA mas prevalente fue la cefalea (11 casos). Todos
ellos fueron leves, exceptuando un mareo e inestabilidad a la marcha que
fueron de intensidad moderada. No se comunicd ningln acontecimiento

adverso grave y/o inesperado.

La mitad de los AA se consider6 que podian estar relacionados con el
tratamiento. Concretamente todas las cefaleas reportadas varias horas
después de la administracion (10 casos), unas nauseas, un mareo y una
inestabilidad de la marcha. Estos tres ultimos efectos adversos los
present6 el mismo voluntario de forma autolimitada con la dosis de 42 g.

Ninguno de los voluntarios vomité la bebida administrada.

Las cefaleas reportadas al mediodia o por la tarde eran probablemente
un sintoma de resaca al beber en ayunas a primera hora de la mafana.
Se puede concluir que en general las distintas dosis de alcohol fueron

bien toleradas.

Algunos voluntarios tuvieron dificultades para ingerir la dosis de 42 g

porgue estaba muy concentrada y comentaron que tenia mal sabor.
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8.2. RESULTADOS ESTUDIO DOPET 2

8.2.1. Caracteristicas demograficas basales

En este estudio, contando los pilotos y el estudio definitivo, participaron
40 voluntarios de sexo masculino. Su edad, peso e IMC promedio + DE
fueron 26,35 + 3,87 afios, 73,77 + 7,34 kg, y 23,72 = 1,90 kg/m?,
respectivamente. Ninguno de los participantes era fumador y todos ellos
consumian alcohol de forma regular, un promedio de 7,1 UBE a la

semana.

La cohorte 1 es el piloto 1, la cohorte 3 es el piloto 3 y la cohorte 2 es el

estudio definitivo (incluye los seis sujetos del piloto 2).

No hubo diferencias en las caracteristicas demograficas entre las
distintas cohortes. La dosis de alcohol ajustada al peso de los individuos
fue de 0,40 g/kg en la cohorte 1 (30 g alcohol), 0,21 g/kg en la cohorte 2
y 0,20 g/kg en la cohorte 3 (ambas con 15 g de alcohol).
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8.2.2. Caracteristicas basales de las principales variables del
estudio

En la siguiente tabla se muestran los valores basales para las variables
de interés de la cohorte 2 (estudio definitivo). Esta cohorte es la que tiene
mayor numero de sujetos y por tanto, la mas representativa. Estos
valores corresponden a las determinaciones pre-administracion de la

sesion 1 para cada sujeto.

Tabla 52 .Caracteristicas basales cohorte 2, n=28.

Variable Media + DE
PAS, mmHg 118,0+ 8,7
PAD, mmHg 68,0 + 6,3
FC, Ipm 60,3+9,4
Glucosa, mg/dl 87,7+4,7
Colesterol total, mg/dl 160,2 + 29,7
Colesterol HDL, mg/dl 44,1+ 6,8
Colesterol LDL mg/dI 99,8 + 27,1
LDL oxidada, U/I 36,785
Triglicéridos, mg/dl 81,2+31,9
PCR, mg/dl 0,04 + 0,03
TBARS, umoles/I 3420
Tirosol total, nmoles 40,7 £ 29,9
Hidroxitirosol total, nmoles 297,2 + 304,0

No se observaron diferencias en la cantidad de hidroxitirosol y tirosol
excretadas de -2 h a 0 h en la sesién 1 para las distintas condiciones de
tratamiento (con las variables logaritmizadas, p=0,672 y p=0,981 para el
hidroxitirosol y el tirosol respectivamente con ANOVA de un 1 factor). Lo

mismo sucedid para el resto de variables de la tabla.
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8.2.3. Contenido en fenoles de los vinos

En la tabla 53 se muestran las concentraciones en los distintos vinos de
tirosol, hidroxitirosol, y sus potenciales precursores (tirosina y tiramina).
A su vez se ha calculado la dosis de estos compuestos para cada una de
las cohortes. También incluye los mismos datos para un estudio previo
realizado con aceite de oliva virgen (VOO), con el que se van a comparar

los resultados de los estudios con vino (Kymeneths 2010).

Las dosis de tirosol e hidroxitirosol administradas con el vino de 0° y el de
13° fueron practicamente idénticas. Esto también sucedié para la tirosina
y tiramina. En la cohorte 1, como el volumen administrado fue el doble
gue en las otras dos cohortes, las dosis de los distintos compuestos

administradas con el vino también fueron del doble.

El VOO tenia concentraciones muy superiores de hidroxitirosol que el
vino (67,6 mg/l vs. 1,2 mg/l). En el estudio con aceite se administraron 50

ml, correspondientes a 22 pumoles.
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Tabla 53. Contenido en fenoles, tirosina y tiramina de los vinos y dosis administrada en cada cohorte.

Condicién Concentracién (mg/l) Volumen (1) Dosis mg (umoles)

OHTyr Tyr Tirosina  Tiramina OHTyr Tyr Tirosina Tiramina
Vino 0° 1,2 3,6 1,9 3,7 0,147 0,2(1,1)  3,5(25,1) 0,3(1,5) 0,5(3,9)
(cohorte 2,3)
Vino 0° 1,2 3,6 1,9 3,7 0,293 0,3(2,3) 6,9(50,0) 0,6(3,0) 1,1(7,9)
(cohorte 1)
Vino 13° 1,1 0,7 3,9 2,9 0,147 0,2(1,0) 3,0(22,0) 0,6(3,2) 0,4(3,1)
(cohorte 2,3)
Vino 13° 1,1 0,7 3,9 2,9 0,293 0,3(2,1) 6,1(43,9) 1,1(6,3) 0,8(6,2)

(cohorte 1)
VOO 67,6 2,0 0,050 3,4(22,0) 2,1(15,2)




completaron el estudio.

(definitivo)

Contactados
n=65

Resultados

8.2.4. Diagrama de flujo de los participantes
A continuacion se muestra el diagrama de flujo de los participantes para
la cohorte mas representativa, la 2. Al tratarse de un estudio en
voluntarios sanos en el que se administraron dosis bajas de alcohol, no

hubo complicaciones y todos los sujetos que fueron aleatorizados

Figura 36. Diagrama de flujo de los participantes de la cohorte 2
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8.2.5. Concentraciones de alcohol en sangre

No se observaron diferencias en las concentraciones de alcohol a lo

largo del tiempo para la condicién vino y la condicion vodka en cada una
de las cohortes.

A continuacién se muestran las alcoholemias en las tres cohortes.

Figura 37. Alcoholemias en las cohortes 1y 2.
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Figura 38. Alcoholemias en la cohorte 3.
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Tampoco se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en los

parametros cinéticos calculados entre ambas bebidas alcohdlicas.

Como era de esperar tanto el AUC como la Cp. fueron alrededor del
doble con 30 g que con 15 g de alcohol (entre 1,5 y 2,5 veces segln
cohorte y condicién).
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Tabla 54. Parametros cinéticos alcoholemia y resultados estadisticos

Condicion Vodka Vino t-Student
Estudio Media + DE* Media + DE* t (gh* p
Cohorte 1 (30 g, vino 13°)

Cmax (Umol/l) 7,78 £1,37 6,73+ 0,70 -2,282 0,071
®)
AUC (umol x hfl) 18,25 + 3,05 17,17 + 2,86 0,864 0,427
®)
tmax () 0,63 (0,25-1) 0,88 (0,5-1) -1,069 0,285
Cohorte 2 (15 g, vino 13°)
Chax (Lmol/l) 4,84 +1,17 4,69+ 1,61 -0,586 0,563
(27)
AUC (umol x hl) 7,65+ 2,03 8,20+1,98 1,636 0,113
(27)
tmax (D) 0,50 (0,25-1) 0,63 (0,25-1) -1,348 0,178
Cohorte 3 (15 g, vino 8°)
Chax (Lmol/l) 4,63 +1,02 3,83+0,85 -2,271 0,072
)
AUC (umol x hl) 7,56 £1,40 7,86 £ 2,20 -0,324 0,759
)
tmax (D) 0,63 (0,50-0,75) 0,50 (0,50-0,75)  -1,342 0,180

*Para la t;,, 10S valores corresponden a la mediana, max, min y el resultado

del test de Wilcoxon (valor de z y p).
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8.2.5.1 Comparacion entre las cohortes

Se hicieron comparaciones entre cohortes de los pardmetros cinéticos de
la borrachera para las bebidas alcohdlicas mediante un andlisis de la
varianza y comparaciones dos a dos ajustadas por Tukey. En la cohorte
1 con 30 g el AUC y Cax fueron superiores que con las otras dos
cohortes, entre las que no se apreciaron diferencias (F=60,186, gl=2,
p<0,001 para el AUC y F=15,741, gl=2, p<0,001 para Cmax. Las
comparaciones posthoc entre cohorte 2 y 1 o 3 tuvieron p<0,001).
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8.2.6. Concentraciones de alcohol en aire espirado

No se observaron diferencias entre las dos bebidas alcohdlicas en las
concentraciones de alcohol en aire espirado en las dos primeras
cohortes. Las concentraciones para la cohorte 1 fueron 0,26 = 0,06 mg/|
para el vodka y 0,23 + 0.05 mg/l para el vino. En la cohorte 2 fueron 0,14
+ 0,04 mg/l para el vodka y 0,14 £ 0,05 mg/l para el vino. En la tercera
cohorte las concentraciones fueron ligeramente superiores con el vodka
(0,14 + 0,03) que con el vino (0,10 £ 0,04); t=7,746 (5), p=0,001.

Las concentraciones de alcohol en aire espirado a los 30 minutos se
correlacionaron positivamente con las concentraciones en sangre
correspondientes (n=40, r>=0,754 para el vodka y r’=0,662 para el vino;
p <0,001).
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8.2.7. Efectos subjetivos

En las siguientes figuras se muestran los efectos subjetivos obtenidos en
cada una de las cohortes.

Figura 39.Sensacion de borrachera en la cohorte 1 con 30 g de alcohol.
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Figura 40 .Sensacion de borrachera en la cohorte 2 con 15 g de alcohol.
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Figura 41. Sensacion de borrachera cohorte 3 con 15 g de alcohol.
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La sensacidn de borrachera con las dosis administradas de 15 y 30 g de
etanol fue leve en los tres estudios (<20 mm). Los efectos
desaparecieron a las 4 h tras la administracion. Se apreci6 mucha
variabilidad intersujetos en los efectos. Este hecho también puede
explicar porque los sujetos que recibieron 30 g no mostraron mayores
efectos que los de 15 g.

Tanto para el curso temporal como para los distintos parametros
cinéticos no se observaron diferencias entre las dos bebidas alcohdlicas
ni entre las dos bebidas sin alcohol. EIl vino desalcoholizado produjo

efectos minimos en 6 de 40 sujetos, todos ellos en las cohortes con 15 g.

En la siguiente tabla se muestran los resultados de los andlisis para las

diferentes cohortes.
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Tabla 55. Pardmetros de los efectos (borrachera) del alcohol y resultados estadisticos.

Condicion Placebo Vodka Vino 0° Vino ANOVA p Tukey
Estudio Media £+ DE* Media £+ DE* Media + DE* Media + DE* 2a?
Cohorte 1 (30 g)

Emax (Mm) 00 18,33 £ 11,25 + 12,67 £ 10,25 <0,001 P-E; p-v; d-v; D-E
AUC (mm x h) 00 27,16 £ 15,96 + 16,42 £ 9,71 <0,001 P-E\V; D-V,E
tmax (D) 1(0,5-4) 1(0,5-1) 0,001

Cohorte 2 (15 g)

Epmax (MmM) 0+0 13,57 +12,17 0,89+3,31 12,54+14,06 <0,001 P-E,V; D-V, E
AUC (mm x h) 0x0 1537+16,90 0,71+247 14,27 +17,92 <0,001 P-E,V; D-V, E
tmax () 0,5 (0-1) 0,5 (0-1) 0 (0-1) <0,001 P-E,V; D-V, E
Cohorte 3 (15 g)

Emax (Mmm) 0,33+0,82 12,0 + 16,48 3,6 £5,99 6,5+7,0 0,222 P-E.\V; D-V, E
AUC (mmxh) 0,17+0,41 10,38+17,18 4,0%£6,25 5+4,76 0,359 P-E.\V; D-V, E
tmax () 0 (0-0,5) 0,25 (0-0,5) 0 (0-0,5) 0,5 0,008

P:placebo, E:vodka, D:vino desalcoholizado, V:vino. Letras mayusculas p<0,01, mindsculas p<0,05.. *Para la tyax

mediana, max, min y el resultado del test de Friedman (Wilcoxon 2 a 2 para las comparaciones mdltiples).
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8.2.7.1 Comparacion entre cohortes

Se hicieron comparaciones entre cohortes de los parametros cinéticos de
la borrachera para las bebidas alcohdlicas mediante un andlisis de la

varianza. No se observaron diferencias entre ellos.

8.2.8. Correlacion entre efectos y concentraciones

En la cohorte 2 el AUC de la borrachera de 0 a 6 h no se correlacion6
con el AUC de la alcoholemia de 0 a 6h para ambas bebidas alcohélicas
(r=0,155 p=0,255) pero si la Cyax con la Enax (r=0,355, p=0,007), aunque
débilmente.
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8.2.9. Rendimiento psicomotor

No se observaron diferencias en el rendimiento psicomotor medido
mediante el DSST (niumero de respuestas correctas) entre las 4
condiciones de tratamiento de la cohorte 2. Como se puede observar en
las figura siguiente los 4 tratamientos en promedio no llegaron en ningun
momento a presentar una variacidbn superior a 2 respuestas correctas

respecto a la basal.

El promedio de respuestas correctas basales fue 57,8 para el placebo,
para el vodka 58, para el vino 0 58 y para el vino 13 57,3.

Figura 42. Rendimiento psicomotor (nUmero de respuestas correctas en
el DSST) en la cohorte 2.
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8.2.9.1. Resumen de efectos subjetivos y rendimiento psicomotor

La sensacion de borrachera con 15 o0 30 g de alcohol fue leve y hubo una
gran variabilidad entre individuos (en la cohorte 2 CV Emax 90% con el
vodka y 79% con el vino). La administracién de 15 g de alcohol en forma

de vino o vodka no alter6 el rendimiento psicomotor.
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8.2.10. Excrecion urinaria de hidroxitirosol y tirosol

En la figura siguiente se muestra el boxplot para OHTyr total y Tyr total
para cada tratamiento. No se cumplia normalidad en el OHTyr segun la
prueba de Kolmogorov excepto para el placebo, mientras que para el Tyr

fue justo al contrario.

Figura 43. Diagramas de caja (box plots) OHTyr y Tyr por tratamiento.
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Teniendo en cuenta que al realizar el analisis de la varianza de medidas
repetidas tampoco se cumplia esfericidad en estas variables se decidi6
logaritmizarlas.

En las siguientes figuras (media EE) se puede observar la excrecion de
los distintos fenoles para cada una de las cohortes. También se han
representado las diferentes fracciones que constituyen el hidroxitirosol
total (OHTyr sulfato, OHTyr glucurdnidos, OHTyr libre y HVAL total).

Figura 44. Excrecion de fenoles de 0 a 6 h en la cohorte 1, 30 g.
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Figura 45. Excrecidon de hidroxitirosol libre, glucuronizado y HVAL en la
cohorte 1, 30 g.
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Figura 46. Excrecion de fenoles de 0 a 6 h en la cohorte 2, 15 g.
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Figura 47. Excrecion de hidroxitirosol libre, glucuronizado y HVAL en la
cohorte 2, 15 g.
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Figura 48. Excrecion de fenoles de 0 a 6 h en la cohorte 3, 15 g.
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Figura 49. Excrecidon de hidroxitirosol libre, glucuronizado y HVAL en la

cohorte 2, 15 g.

Excrecién urinaria 0-8h, cohorte 3, n=6 O PMacebo

400 Evodka
W Vino 02

300 +BVino 8%
g 200
°
E - -

100 .

o I:‘i__‘ .
OHTyr libre OHTyr glucurdnides HVAL TOTAL

El OHTyr, como en el DOPET 1, tras la administracion de las distintas
bebidas se excretd principalmente sulfatado. El porcentaje de OHTyr
excretado de este modo oscildé entre un 50 y un 95%, segun la cohorte y
tipo de bebida.

Las tres cohortes tuvieron en comudn una mayor excrecion de
hidroxitirosol y tirosol totales tras la administracion de vino en

comparacién con el resto de condiciones.
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Para las variables hidroxitirosol y tirosol totales se muestran los datos y el
andlisis estadistico de las 3 cohortes en la siguiente tabla. El resto de
compuestos fendlicos soOlo se detallan para la cohorte 2, la més
representativa.

Tabla 56. Excrecién de fenoles de 0 a 6 h en las cohortes 1 y 3 (nmoles).

Fenol Placebo Vodka Vino 0° Vino
Media £ DE Media + DE Media + DE Media £ DE

Cohorte 1, 30 g
Total OHTyr 228 £33 429 + 226 1428 + 593 5015 + 2065
p<0,001 gl:3,15 V-P,E,D; D-E,P
Total Tyr 16 £ 20 138 £ 68 71+ 17 7454 + 2690
p<0,001 gl:3,15 V-P,E,D; D-P, E-P

Cohorte 3,15 g

Total OHTyr 399 + 131 546 + 240 1352 + 282 3560 + 639

p<0,001 gl:3,15 V-P,E,D; D-E,P
Total Tyr 25+ 16 73 +49 78 £ 13 3910 + 1391
p<0,001 gl:3,15 V-P,E,D; D-P, e-p

P:placebo, E:vodka, D:vino desalcoholizado, V:vino. En mayusculas p<0,01,

en mindsculas p<0,05.
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Tabla 57. Excrecién de fenoles en la cohorte 2 (nmoles).

Compuesto fendlico Placebo Vodka Vino 0° Vino ANOVA Tukey 2 a 2
Media + DE Media + DE Media + DE Media+ DE gl 3,81;p

Total OHTyr 287,1+114,7 841,2+612,7 1840 £ 1116 4409 + 2047 <0,001 V-P,E,D; D-E,P; E-P

OHTyr sulfato 149,5+ 87,1 502,1 £ 495 1524 £ 999.2 4114 + 2009 <0,001 V-P,E,D; D-E,P; E-P

OHTyr glucurdénidos 69,7 £ 40 98,4 + 59 110 £ 102 93,2 +45,3 0,008 p-e,d,v

OHTyr libre 37,2 £ 40,7 89,2+174,2 150,8 + 224,7 72,3+ 66,4 0,079

Total HVAL 30,7 + 26,8 151,5 £ 210,3 55,8 £ 55,3 129,1 £ 133 0,003 p-e

Total Tyr 49,9 + 30,8 98,3+ 80,2 80,7 £ 45,8 2324 £ 997,5 <0,001 V-P,E,D; d-p

Tyr-4-O-glucurénido 48,5 + 30,8 96,1+78,1 79,5+ 45 2245 +981,5 <0.001 V-P,E,D; D-P; V-P

Tyr libre 1,4+3 22+55 1,2+24 78,1+103,4  <0,001 V-P,E,D

P:placebo, E:vodka, D:vino desalcoholizado, V:vino. En mayusculas p<0,01, en mindsculas p<0,05



Resultados

8.2.10.1. Hidroxitirosol

La excrecién de hidroxitirosol total siguié el siguiente orden para las
distintas condiciones de tratamiento en las tres cohortes: la mayor se
encontro tras el vino, después tras el vino dealcoholizado, el alcohol y la
menor con placebo (placebo<vodka <vino 0°<vino). Las diferencias entre
todas las comparaciones posibles fueron estadisticamente significativas
en las tres cohortes, exceptuando la comparacion placebo-vodka que
solo fue estadisticamente significativa en la cohorte 2. Este hecho se
puede explicar debido al reducido tamafio muestral de las otras dos
cohortes y la gran variabilidad en la cantidad de OHTyr excretada por los

distintos individuos.

Cohorte 2 (estudio definitivo):

La variabilidad en esta cohorte en cuanto a la excrecion de hidroxitirosol
con las distintas condiciones también fue considerable (CV: placebo
39%, alcohol 72%, vino 0° 60% y vino 13° 46%).

La cantidad de hidroxitirosol sulfato represento el 93% del total en el vino,
el 83% del total en el vino desalcoholizado, el 59% del total en el vodka y
el 51% en el placebo. Los porcentajes restantes se repartieron entre los

glucurénidos, el OHTyr libre y el HVAL total.

El OHTyr sulfato también sigui6 el mismo patron de excrecion:
placebo<vodka<vino 0°<vino. Los glucurénidos fueron algo superiores
en las distintas bebidas en comparacién con el placebo. No se obtuvieron
diferencias entre tratamientos el hidroxitirosol libre. Para el metabolito del
OHTyr, el HVAL, se observé una mayor excrecion en las dos condiciones
con alcohol en comparacion con las otras dos, siendo significativa solo la

comparacion entre placebo y etanol.
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8.2.10.2. Tirosol

La cantidad de tirosol excretada fue superior con el vino que con el resto
de condiciones en las tres cohortes y estos resultados fueron
estadisticamente significativos. El tirosol se excretd principalmente en

forma de glucurénido mientras que la cantidad libre fue inferior al 5%.

La cantidad de tirosol total en orina con el vino en la cohorte 1 (30g) fue
tres veces superior a la cohorte 2 y el doble que la de la cohorte 3
(7454,4, 2245 y 3919,4 nmoles respectivamente).

También se aprecié una importante variabilidad en la excrecion de tirosol
para una misma condicion de tratamiento (CV: placebo 61,7%, vodka
81%, vino 0° 57% y vino 13% 42%)

8.2.10.3 Comparacion entre cohortes

Se hicieron comparaciones entre cohortes en la excreciéon de ambos
fenoles mediante un andlisis de la varianza, ajustado posthoc con test de

Tukey.

La excrecién de hidroxitirosol total con el vino fue ligeramente superior en
la cohorte 1 que en la cohorte 2 (5014,7 vs 4409 nmoles), pero no
alcanz6 la significacion estadistica. A pesar que la dosis de alcohol
administrada fue el doble la cantidad de hidroxitirosol aumenté solo un
14%. Este hecho sugiere que dosis de alcohol méas altas en forma de
vino podrian no aportar ningln beneficio en términos de generacion de
hidroxitirosol. En la cohorte 3 la cantidad de hidroxitirosol excretada fue
algo inferior a la de la cohorte 2, ambas con 15 g (3560,3 vs 4409) pero

esta diferencia tampoco fue estadisticamente significativa.

Para la condicion vodka la cantidad de hidroxitirosol fue superior en la
cohorte 2 que en la cohorte 1 (p<0,045). Este resultado no fue el

esperable, teniendo en cuenta los resultados del DOPET 1. Puede
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explicarse porque los sujetos que tomaron ambas dosis fueron distintos,
y por tanto la diferencia podria deberse a la variabilidad interindividual.

No hubo diferencias en la excrecion de hidroxitirosol entre cohortes para

el vino desalcoholizado o el placebo.

Para el tirosol en los tratamientos placebo, vodka y vino sin alcohol no se
observaron diferencias entre cohortes. Para el vino en la cohorte con 30
g se observé mayor excrecion de tirosol que en las otras dos cohortes
con 15 g (7454 vs 2324 y 3910 nmoles). La diferencia fue
estadisticamente significativa para la comparacion entre la cohorte 2 y

las otras dos (p<0,001 vs cohorte 1y p=0,028 vs. cohorte 3).
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8.2.11. Recuperacion urinaria de hidroxitirosol y tirosol

Dado que el vino (vino 8° vino 13° vino 0° contiene tirosol y
hidroxitirosol en pequefias cantidades se calculé la cantidad en orina
recuperada de ambos fenoles teniendo en cuenta la dosis administrada
con cada bebida. La cantidad de hidroxitirosol que tiene el vino es unas
ocho veces inferior a la del aceite (ver tabla 53). En la siguiente tabla se
muestran los resultados para la cohorte 2. A vez se ha afadido una
columna con los datos del estudio previo con 50 ml de aceite de oliva con

fines comparativos.

Tabla 58. Recuperacion (R) en nmoles (%)

Vino 0° Vino 13° Virgin olive oil*
R nmoles R nmoles R nmoles
Media = DE (%) | Media £ DE (%) | Media + DE (%)
Total OHTyr 1840 £1116 4409 + 2047 3602 + 1583
(161,4) (419,9) (16,4)
OHTyr sulfato 1524 + 999,2 4114 + 2009 1309 £ 945.5
(133,7) (391,9) (6,0
OHTyr glucuronidos 110+102,2 93.2+45,3 956,7 + 438,6
(9,6) (8,8) 4,3)
OHTyr libre 150,8 + 224,7 72.3+66,4 583,5 + 324,2
(13,2) (6,9) 2,7)
HVAL total 55,8 £ 55,3 129.1 £ 133,0 753,5+1824
(4,9) (12,3) (3,4)
Total Tyr 80,7 + 45,8 2324 £ 997,2 1389 * 467,6
(0,3) (10,6) 9,1)
Tyr-4-glucuronido 79,5+ 45,0 2245 +£981,5 912,7 + 426,4
(0,3) (10,2) (6%0)
Tyr libre 12+24 78,1 +£103,4 476.5+129,1
(0,005) (0,4) (3,1)
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La recuperacién en orina de hidroxitirosol total con el vino fue del
419,9%, con el vino desalcoholizado del 161,4% y con el aceite del
16,4%. Por otro lado para el tirosol total la cantidad recuperada fue muy
inferior, siendo del 10,6% con el vino, del 0,3% con el vino

desalcoholizado y del 9,1% con el aceite.
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8.2.12. Excrecion urinaria de DOPAC, HVA y razon DOPAC/OHTyr
8.2.12.1 Acido 3-4-dihidroxifenilacético (DOPAC)

La excrecion de 0 a 6 h de DOPAC y su metabolito, el HVA, se
analizaron en la cohorte 2 y por tanto la razén DOPAC/OHTyr se calcul6
también para los 28 sujetos de esta cohorte. En la figura 50 se pueden
observar los resultados obtenidos y la significacion estadistica de las

comparaciones entre los diferentes grupos.

Para el DOPAC se aprecid un aumento con el vino desalcoholizado
respecto al resto de condiciones, siendo significativa la diferencia con

placebo y vodka.

En la misma figura se aporta de nuevo la excrecion de OHTyr en la
misma escala para poder interpretar mejor los datos de DOPAC y OHTyr
asi como la razon. La excrecion de DOPAC en el vino de 13 ° fue 4
veces superior a la de OHTyr, mientras que en el vino de 0° fue hasta 10

veces superior.

8.2.12.2 Acido homovanilico (HVA)

Para el metabolito de DOPAC, el HVA, el resultado siguié la misma

tendencia, siendo el vino de 0° superior al resto de condiciones.

8.2.12.3 Razbn DOPAC/OHTyr

En cuanto a la razén se pudo observar un descenso del mismo en el
siguiente orden: placebo (65,9)>vodka (25,8)>vino 0°(13,7)>vino 13°(5,2).
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Figura 50. Excrecion urinaria de DOPET, DOPAC, HVA y razon
DOPAC/OHTyr (ratio DOPAC/DOPET) de 0 a 6 h en la cohorte 2 (n=28).
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Los datos se expresan como media EE. A: P<0,01 y a: P<0,05 vs.
placebo; B: P<0,01, y b, p<0,05 vs. vodka; C: P<0,01 y c: P<0,05 vs. vino O .
D: P<0.01 y d: P<0,05 vs. vino 13 .
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8.2.13 Precursores sintesis de dopamina y tiramina

En el estudio DOPET 2 a posteriori se decidié analizar la excrecion en
orina de 0 a 6 h de la tirosina, un potencial precursor de la dopamina y la
tiramina, y por tanto del hidroxitirosol y el tirosol.

En la figura 52 puede verse un esquema general de la sintesis de

dopamina a partir de sus precursores y de su metabolismo.

8.2.13.1 Excrecidn urinaria de tirosina.

Las concentraciones de tirosina no se distinguieron entre tratamientos en
la cohorte 2.

Figura 51. Excrecion de tirosina en orinade 0 a 6 h.
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Figura 52. Diagrama general sintesis y metabolismo de la dopamina
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8.2.14 Metabolismo de la tiramina a tirosol

Para complementar los resultados del estudio DOPET 2, se decidid
también cuantificar la excrecion en orina del metabolito mayoritario del 4-
hidroxifenilacetaldehido, el acido 4-hidroxifenilacético (4-HPAA). Su
metabolito minoritario es el tirosol. Ver diagrama general en pagina

anterior.

En este caso la hipétesis fue que la presencia de alcohol podria desviar
el metabolismo de la tiramina de 4-HPAA a tirosol. Sucederia lo
previamente descrito con el DOPAC y el DOPET, pues las enzimas
involucradas en las reacciones de una a otra sustancia son las mismas,

la alcohol deshidrogenasa (ADH) y la aldehido deshidrogenesa (ALDH).

Se calcul6 también la razén 4-HPAA/Tyr.

8.2.14.1 Excrecién urinaria de acido 4-hidroxifenilacético

En la siguiente figura se puede observar la excrecidon de 4-HPAA en la
cohorte 2 (n=27) y la de tirosol (n=28). La excrecién de 4-HPAA fue
superior en el vino 0° en comparacién con el resto de condiciones
experimentales. A su vez el vino también fue superior a vodka y placebo.
La cantidad de 4-HPAA excretada fue enorme en relacion con la de

tirosol (en el vino fue 92 veces superior).
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Figura 53. Excrecién urinaria de 4-HPAA vy tirosol de 0 a 6 h.
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8.2.14.2 Razén 4-HPAA/Tyr

La razon disminuy6 de placebo a vodka, de vodka avino0 yde vino0 a
vino (72 23>6,5 43>58 1,4>0,12 0,02). Esta disminucion fue
a expensas del aumento del tirosol. Todas las comparaciones de la razén
fueron estadisticamente significativas (p<0,01) excepto la del vodka con
el vino desalcoholizado.
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8.2.15 Resumen de precursores y metabolitos mayoritarios

dopamina
En la siguiente tabla se muestra un resumen de
las distintas sustancias de 0 a 6 h, con

comparaciones estadisticas entre tratamientos.

la excrecién urinaria de

los resultados de las

Tabla 59. Excrecion de precursores en la sintesis de dopamina y

metabolitos en la cohorte 2 (umoles).

Placebo Vodka Vino 0° Vino

ANOVA Tukey?2a

Compuesto
Media+ Media Media  Media gl 3,81% 2
DE + DE + DE + DE p
DOPAC 15,6 + 159+ 185+ 17,2+ <0,001 V-P.E
7.5 7,3 7.9 8,1
HVA 25,6 + 266+ 31,2+ 283% <0,001 D-PE;d-v;
7,4 7,0 8,4 8,1 V-P
4-HPAA 161,2+ 1483+ 286,8+ 2132 <0,001 D-P,E\V;
85,0 68,3 97,9 +65,1 V-P.E
Tirosina 276+ 304 + 28,7+ 30,2+ 0,057

10,6 12,3 13,2 11,6

P:placebo, E:vodka, D:vino desalcoholizado, V:vino

. En mayusculas p<0,01,

en mindsculas p<0,05. *gl 3,78 para 4-HPAA (n=27).
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8.2.16. Estudio con precursores en animales

Para poder interpretar adecuadamente los resultados obtenidos en
humanos se disefid un estudio en animales (ratas). En este estudio se
administraron potenciales precursores del tirosol e hidroxitirosol,
concretamente la tiramina y la tirosina. A su vez se administré también
tirosol, con la hipotesis de que éste pudiera estarse transformando en
hidroxitirosol (la diferencia entre ambos es solamente un grupo hidroxilo).

De hecho esta transformacion ya esta descrita para algunas bacterias.

Se trataba de un estudio de disefio paralelo en 96 ratas, con 6-7 por
grupo, en el que se administraron 10 o 20 mg/kg de tirosol, tiramina,
tirosina o placebo (vehiculo) tras la inyeccion previa de etanol (1g/kg) o
suero fisiologico. El esquema experimental asi como el tipo de andlisis

estadistico de los datos esta detallado en los anexos.
Entre los hallazgos del estudio en animales destacan los siguientes:

-La tiramina aumenté en 20 veces la excrecién urinaria de tirosol (aunque

no fue estadisticamente significativo).

-La administracién de tirosol aumenta la excrecion urinaria de tirosol y
también de hidroxitirosol (p<0,005). Compatible con que el tirosol se
pudiera transformar en hidroxitirosol. La enzima que podria ser
responsable de la reaccién es la tirosina hidroxilasa (de la misma forma

gue transforma la tirosina en L-DOPA).

-El alcohol por si mismo no produjo cambios en la recuperacion de tirosol
e hidroxitirosol (estos datos no concuerdan con lo observado en
humanos tanto en DOPET 1 como DOPET 2).

-La administracion de tirosina + etanol no produjo cambios en la

recuperacion de tirosol e hidroxitirosol.
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Tabla 60. Recuperacion urinaria de 0 a 4 h de tirosol e hidroxitirosol (nhmoles) en ratas.

Pre-tratamiento con etanol
Vehiculo Tirosina Tirosol Tiramina
10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
Tirosol total 6215 |66+15 69+1,9 [5659+118,6* 910,9+114,5**7(165,3 +31,2 133,7 +32,7
Hidroxitirosol total | 15,9 +3,8 [19,9+6,9 23,2+4,9( 34,8+3,0* 82,0 + 17,4+ * 236+49 24859
Pre-tratamiento con salino
Vehiculo Tirosina Tirosol Tiramina
10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
Tirosol total 52+17 | 78+12 85+20 | 292,4+49,4*" 4833 +508* [116,7+34,9 92,6+ 19,4
Hidroxitirosol total | 23,0 +5,7 [23,0+£5,1 249+54| 48,4+7,3* 105,2 £ 15,2 % 32,0+£5,0 354+7,0

Los datos se expresan como media + EE.

previos (etanol vs. salino).

* P<0,005, vs

. vehiculo; £ P<0,005, entre dosis; T P<0,005 entre tratamientos
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8.2.17. Correlaciones entre alcohol, fenoles y metabolitos de la
dopamina

En cuanto al alcohol y el hidroxitirosol con los datos de las tres cohortes
(n=40) para la condicién vodka el AUC de la alcoholemia de 0 a 6 h se
correlaciond positivamente con la excrecion de hidroxitirosol (log):
r=0,395 p=0,012.

Para la cohorte 2 existi6 una correlacién negativa moderada entre la

excrecién en orina de hidroxitirosol y la de tirosol para los vinos.

Con ambos vinos se observé que a mas hidroxitirosol menos tirosol.
Estos resultados concuerdan con la posibilidad de que el tirosol se
transformara en hidroxitirosol también en humanos (deducida de los

resultados del estudio en animales).

Figura 54. Correlacion entre excrecion de tirosol e hidroxitirosol de 0 a 6
h para el vino 0° (r=-0,521 p=0,005).

-

lag OHTTOTALBER

leqg Ty TOTALDER

156



Resultados

Figura 55. Correlacion entre excrecion de tirosol e hidroxitirosol de 0 a 6
h para el vino 13° (r=-0,494 p=0,008)

lag OHTTOTALBER

leqg Ty TOTALDER

No se observo correlacion entre la excrecion de DOPAC y la de
hidroxitirosol de 0 a 6 h en la cohorte 2 en ninguna de las condiciones
experimentales. Lo mismo sucedié entre la excrecion del tirosol y la de 4-
HPAA.
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8.2.18. Perfil lipidico en sangre y concentraciones de glucosa
8.2.18.1. Triglicéridos

Figura 56. Concentraciones de triglicéridos en sangre de 0 a 6 h en la
cohorte 1, 30 g.
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Se produjo un aumento de los triglicéridos en las dos condiciones con
alcohol respecto a las que no lo tenian. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas para Cpax, AUC y en todos los tiempos
para mayoria de comparaciones entre bebidas alcohdlicas vs. no

alcoholicas.
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Figura 57. Concentraciones de triglicéridos en sangre de 0 a 6 h en la

cohorte 2, 15 g.

Concentraciones TG 0-6h, cohorte 2, n=28
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Se produjo un aumento de los triglicéridos en las dos condiciones con
alcohol a diferentes tiempos. Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas para Cnmax Y AUC (exceptuando la comparacion vino de 0

vs.vinode 13 )yalas4y6h.
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Figura 58. Concentraciones de triglicéridos en sangre de 0 a 6 h en la

cohorte 3, 15 g.
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Se obtuvieron resultados similares a cohortes previas en que las bebidas
con alcohol obtuvieron concentraciones mas altas que la que no tenian.
Estos resultados fueron estadisticamente significativos para Cpax, AUC y
alas4hy6h.

Ver en tabla 63 mas adelante el resumen de los resultados de los lipidos

y la estadistica para mas detalles.
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Resultados

8.2.18.2. Colesterol total

Figura 59. Concentraciones de colesterol total en sangre de 0 a6 h en la
cohorte 1, 30 g.

Concentraciones CT 0-6h, cohorte 1, n=6
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Las concentraciones fueron superiores en el vino que con placebo a las 2
y 6 h y estas diferencias se observaron también en la E. .« y AUC. Ver

tabla 63 de resumen de los lipidos.
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Resultados

Figura 60. Concentraciones de colesterol total en sangre de 0 a6 h en la
cohorte 2, 15 g.

Concentraciones CT Q-6h, cohorte 2, n=28
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El AUC del etanol fue superior a la del placebo. No hubo diferencias a lo
largo del tiempo entre las distintas condiciones de tratamiento. Ver tabla
63 de resumen de los lipidos.
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Resultados

Figura 61. Concentraciones de colesterol total en sangre de 0 a 6 h en la
cohorte 3, 15 g.

Concentraciones CT 0-6h, cohorte 3, n=6
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en

esta cohorte.

8.2.18.3. Colesterol HDL
Figura 62. Concentraciones de colesterol HDL en sangre de 0 a6 h en la
cohorte 1,30 g.

Concentraciones HDL 0-6h, coharte 1, n=6
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Resultados

A las dos horas se pudo observar un aumento de las HDL con los dos
vinos. Posteriormente (4 h, 6 h) con el vino desalcoholizado. Las
diferencias fueron estadisticamente significativas entre el vino
desalcoholizado y el placebo-vodka y entre el vino y el placebo. A las 4h
el vino 0° tuvo concentraciones superiores al vino y a las 6h
concentraciones superiores al resto de tratamientos (ANOVA gl 9,45, p
de la interaccion tiempo x tratamiento=0,003, 2 h: P-D; p-v; e-D 4 h: D-V
6 h: P-D; e-d; V-D).

164



Resultados

Figura 63. Concentraciones de colesterol HDL en sangre de 0 a 6 h en la
cohorte 2, 15 g.

Concentraciones HDL 0-6h, cohorte 2, n=28
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Las concentraciones de HDL a las 2 h aumentaron discretamente con
ambos vinos respecto las otras dos condiciones, pero esta diferencia no
fue estadisticamente significativa. A las 6 h con el vino las
concentraciones fueron inferiores al placebo y al vino desalcoholizado
(ANOVA gl 9,45, p de la interaccion tiempo x tratamiento=0,044, 6 h: V-P,
D)

Tabla 61. Pardametros cinéticos de 0-6 h para el colesterol HDL en la

cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Crmax (mg/dl) -0,3 49 -1,0 3,8 -0,5 3,5 -2,3 4,0
AUC (mg x h/dl) 1,0 8,6 0,7 6,9 3,7 8,2 0,4 6,8
tmax (h) 6 (2-6) 6 (2-6) 6 (2-6) 6 (2-6)

No hubo diferencias entre tratamientos en los parametros cinéticos.

165



Resultados

Figura 64. Concentraciones de colesterol HDL en sangre de 0 a 6h en la
cohorte 3, 15 g.
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En esta cohorte no hubo diferencias entre tratamientos, ni a lo largo del

tiempo ni para los parametros cinéticos.

8.2.18.4. Colesterol LDL

Las concentraciones de colesterol LDL se calcularon mediante la féormula
de Friedewald:
Colesterol LDL= Colesterol total- (Colesterol HDL+Triglicéridos/5).
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Resultados

Figura 65. Concentraciones de colesterol LDL en sangre de 0 a6 h en la
cohorte 1,30 g

Concentraciones LDL 0-6h, cohorte 1, n=6
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Figura 66. Concentraciones de colesterol LDL en sangre de 0 a6 h en la
cohorte 2, 15 g.

Concentraciones LDL0-6h, cohorte 2, n=28
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Tabla 62. Parametros cinéticos de 0-6 h para el colesterol LDL en la

cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Crmax (Mg/dl) 44 11 1,9 8,7 0,4 14,1 1,9 143
AUC (mg x h/dl) 9,9 20,8 3,0 20,3 73 211 3,0 24,5
tmax (D) 5 (2-6) 5 (1-6) 6 (2-6) 4 (2-6)

Figura 67. Concentraciones de colesterol LDL en sangre de 0 a6 h en la
cohorte 3, 15 g.

Concentraciones LDL 0-6h, cohorte 3, n=6
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En las tres cohortes no hubo diferencias entre los tratamientos a lo largo

del tiempo ni para los parametros cinéticos.
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Resultados

8.2.18.5. Glucosa
Figura 68. Concentraciones de glucosa en sangre de 0 a 2 h en la

cohorte 1, 30 g.

Concentraciones de glucosa 0-2h, cohorte 1, n=6
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Se observé una disminucion de la glucosa a la hora y a las dos horas con
las dos condiciones que tenian alcohol. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas, y también para AUC y C,,.x de bebidas

alcohdlicas vs. no alcohdlicas.
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Resultados

Figura 69. Concentraciones de glucosa en sangre de 0 a 2 h en la

cohorte 2, 15 g.

Concentraciones de glucosa 0-2h, cohorte 2, n=28
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Se produjo un aumento de la glucosa en las dos condiciones sin alcohol
respecto a las otras dos a la hora, y una disminucién de la glicemia a las
2 horas con las bebidas alcoholicas. Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas y también para AUC y Cp.x de bebidas

alcohdlicas vs. no alcohdlicas (ver tabla 63).
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Resultados

Figura 70. Concentraciones de glucosa en sangrede 0 a2 henla
cohorte 3, 15 g.

Concentraciones de glucosa 0-2h, cohorte 3, n=6
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Los resultados obtenidos con esta cohorte fueron similares a los
obtenidos en la cohorte 2, ambas con 15 de alcohol. En este caso no se

alcanzé la significacion estadistica.

171



Resultados

8.2.18.6 Resumen de lipidos y glucosa

En resumen, para las concentraciones de lipidos y glucosa destacaron

los siguientes hallazgos:

-Aumento dosis dependiente de las HDL a las 2 horas de administracion

con los vinos.

-Aumento de los TG con las bebidas alcohdlicas respecto a las que no

contenian alcohol.

-Disminucién de la glucosa con las bebidas alcohélicas respecto a las

gue no contenian alcohol.

-Tendencia, no significativa en mayoria de los casos, al aumento del CT

en las dos condiciones con alcohol respecto a las otras dos.

En la tabla siguiente se muestra un resumen de los parametros cinéticos
de las concentraciones de lipidos y glucosa y el curso temporal en las
diferentes cohortes. Sélo se muestran las variables y parametros en los

gue hubo diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 63. Parametros cinéticos y curso temporal de las variables de perfil lipidico y glucosa.

Variable Parametro Placebo Vodka Vino 0° Vino 13° ANOVA Tukey 2 a 2
(Cohorte) Media + DE* | Media £ DE* | Media + DE* | Media + DE* glp
TG (1) Cmax 1,7+18,0 27,3+33,1 3,8+17,8 47,0+ 28,8 | 3,15/<0,001 | P-E.V;e-d,v; D-V
AUC -2,8 £53,0 71,5+82,0 3,1+39,1 110+78,1 | 3,15/<0.001 | p-e; P-V; e-d; D-V
C-TO-6h gl 9,45 p<0,001 2 h: P-E,V; D-E,V 4 h:P-E,V; p-d; D-E,V 6 h:P-E,D,V; E-V; D-E,V
TG (2) Cmax -4,5+ 16,5 31,9 £40,3 2,3+35 26,5+ 38,9 3,81/0,001 P-E; p-v; d-e
AUC -21,4 +50,9 86 + 124 -95+115 | 66,6+111,2 | 3,81/0,001 P-E; p-v; d-e
C-TO-6h gl 9,243 p<0,001 2: P-E; D-E 4,6 h:P-V,E; D-E,V
TG (3) Cmax 12,2 + 23,7 36,0 £ 25,8 11,6 £ 35,7 26,2 +16,2 3,15/0,026 e-p,d
AUC -21,3+445 | 81,2+79,9 27,8 + 69,6 82,0 £ 69,4 3,15/0,021
C-T0-6h gl 9,45 p=0,009 4 h: P-E,V; D-E,V 6 h: P-E; D-E; e-v
CT (1) Cmax -4,3+6,6 0,5+8,5 1,6 £+14,0 70+12,1 3,15/0,241 P-v
AUC -58+17,4 9,3+12,6 9,1+22,7 16,7+ 19,5 3,15/0,028 P-v
tmax 6 (4-6) 5 (2-6) 6(2-6) 4(2-6) 0,030
CT (2) Crmax 3,7+15,3 70+97 1,6 £14,0 70+12,1 3,81/0,241
AUC 6,6 +26,1 20,8 + 20,7 9,1+227 16,7 £ 19,5 3,81/0,028 p-e
tmax 6 (2-6) 6(2-6) 6(2-6) 4(2-6) 0,030 e-v
Glu (1) Cmax -1,8+3,9 -7,3+2,3 -2,0+£4,0 -6,7+3,1 3,15/0,002 p-e,v; d-e,v
AUC -45+95 -15,3+6,5 -5+9,3 -18,7 £ 8,6 3,15/0,001 p-e; d-e; V-P,VS
tmax 2(1-2) 2(1-2) 1(1-2) 2(1-2) 0,024
C-T0-2h gl 6,30 p<0,001 1h: e-p,d 2h: P-E,V; D-E,V
Glu (2) Ciax 3,4+6,7 -1,8 8,7 49+71 -4,6+6,4 3,81/<0.001 | p-e; P-V;d-e; D-V
AUC 76+119 -1,9+14,7 9,7+13,2 -42+11,0 3,81/<0.001 | p-e; P-V; D-E; D-V
Tmax 1(0-2) 2(1-4) 1(1-2) 2(1-2) <0.001 p-e; P-V; d-e; D-V
C-T0-2h gl 6,162 p<0,0011 h: p-e, P-V; D-E; D-V 2 h: P-E,V; D-E,V




Resultados

Cmax €n mg/dl, AUC en mg x h/dl, t,ax €n h, P: placebo, E: vodka, D: vino
desalcoholizado, V: vino. C-T: Curso temporal de las concentraciones
(comparaciones a cada tiempo). En mayusculas p<0,01, en mindsculas
p<0,05.

*Para la tya los valores corresponden a la mediana, max, min y el
resultado del test de Friedman (Wilcoxon 2 a 2 para las comparaciones
multiples).
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Resultados

8.2.19. Correlaciones entre glucosay lipidos, alcohol e
hidroxitirosol

Se realizaron las correlaciones en la cohorte 2 para las variables que
aumentaron con las dos bebidas alcohdlicas:

-Los TG aumentaron en las dos condiciones con alcohol y la glucosa
disminuyé. El AUC de estas variables no se correlacion6 con el AUC de
la alcoholemia en la condicién vino. Para la condicién vodka si hubo una

correlacion positiva moderada (r=0,407 p=0,031) con la glucosa.

A su vez se correlacionaron las variables que se modificaron en las

condiciones con mas hidroxitirosol:

-Las HDL aumentaron a las 2 h con los vinos. No hubo correlacién entre
la excrecion de hidroxitirosol (log) y el AUC del colesterol HDL para

ninguno de los dos vinos.

175



Resultados

8.2.20 Biomarcadores de oxidacion
8.2.20.1. Peroxidos lipidicos (TBARS)

Figura 71. Concentraciones de TBARS en sangre de 0 a 22 h en la
cohorte 1, 30 g.

Concentraciones TBARS 0-22h, coharte 1, n=6
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La reduccién de TBARS a las 4 hy 22 h con el vino de 0 se debi6 a los

datos un solo voluntario. Estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas.
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Resultados

Figura 72. Concentraciones de TBARS en sangre de 0 a 22 h en la
cohorte 2, 15 g.

Concentraciones TBARS 0-22h, cohorte 2, n=28
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Tabla 64. Parametros cinéticos de 0-22h para TBARS en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Cmax ( mol/l) 09 22 1,0 2,2 11 2,0 0,06 29
AUC ( mol x h/l) 84 26,8 15,7 244 119 281 -5,7 477
tmax (h) 4 (2-22) 4 (2-22) 4 (2-22) 4 (2-22)

Se observd una disminucién de TBARS con el vino a las 22 h, y esta
diferencia fue estadisticamente significativa en comparacién con el resto
de tratamientos (ANOVA gl 9,243, p interaccion tiempo x tratamiento =

0,008, 22 h: V-P, E, D). No hubo diferencias en los parametros cinéticos.
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Resultados

Figura 73. Concentraciones de TBARS en sangre de 0 a 22 h en la
cohorte 3, 15 g.

Concentraciones TBARS 0-22h, coharte 3, n=6
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en
esta cohorte.
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Resultados

8.2.20.2. LDL oxidada
Figura 74. Concentraciones de LDL oxidada en sangre de 0 a22 h en la
cohorte 1, 30 g.
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No hubo diferencias entre tratamientos en la cohorte 1.

Figura 75. Concentraciones de LDL oxidada en sangre de 0 a 22 h en la
cohorte 2,15 g
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Resultados

Tabla 65. Parametros cinéticos de 0-22 h para LDLox en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Crmax (U/) 21 14,8 -3,7 14,7 -1,3 14,3 -0,3 14,7
AUC (Uxh/) 37,0 166,0 -52,2 189,0 -6,0 203,0 -283 127,0
Tiax (M) 4 (2-22) 4 (2-22) 4 (2-22) 4 (2-22)

A las 4 h se observé menor oxidacion de las LDL con el vodka. A las 22 h
hubo menos LDL oxidada en los grupos vino y vodka que en placebo. Sin
embargo estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica.

Tampoco hubo diferencias en los parametros cinéticos.

Figura 76. Concentraciones de LDL oxidada en sangre de 0 a22 hen la
cohorte 3, 15 g.

Concentraciones LDLox 0-22h, cohorte 3, n=6
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La tendencia del vino a reducir la LDLox a las 4 h, y las diferencias entre
placebo y resto de condiciones a las 22 h en esta cohorte tampoco

llegaron a ser estadisticamente significativas.

180



Resultados

8.2.20.3 Resumen de biomarcadores de oxidacion

En resumen, se detectaron una disminucién de las TBARS y de la LDL
oxidada con el vino a las 22 horas en la cohorte 2, que no se apreci6 a
dosis superiores. Esta diferencia fue estadisticamente significativa
respecto a los tratamientos comparadores sélo para la primera de las

variables.

En la siguiente figura se pueden observar las TBARS y LDLox a las 22 h

con los 4 tratamientos en la cohorte 2.

Figura 77. Biomarcadores de oxidacion a las 22 h.
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Resultados

8.2.21 Correlacién entre los pardmetros de oxidacién e
hidroxitirosol

Para la cohorte 2 se correlacion6 el AUC de TBARS y LDLox con la
excrecion de hidroxitirosol de 0 a 6 h. En el vino de 13° se observd una
correlacion negativa baja entre la recuperacion de hidroxitirosol de 0 a 6h
(logaritmizada) y el AUC de TBARS (r=-0,386 p=0,042).

A su vez se estudio si habia correlacion entre las LDLox y TBARS a las
22 h con la excrecion urinaria de 0 a 6h de hidroxitirosol con el vino. Se
observé correlacion con la TBARS a las 22 h (r=-0,448 p=0,017 n=28)

peo no con la LDLox.
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Resultados

8.2.22 Biomarcadores de inflamacion
8.2.22.1. Proteina C reactiva

Para esta variable, ya que apenas hubo cambios, se muestran sélo
graficamente los resultados de la cohorte 2.

Figura 78. Concentraciones de PCR en sangre de 0 a 6 h en la cohorte 2,
15¢.
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Tabla 66. Parametros cinéticos de 0-22 h para PCR en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino

Crax (mg/dl) -0,01 0,05 -0,04 0,16 0,00 0,056 0,083 0,15
AUC (mg xh/dl) -0,06 0,69 0,62 2,73 -0,01 0,50 0,24 1,49

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos

para esta variable en ninguna de las tres cohortes.
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8.2.22.2. Interleucina-6
Para esta variable se muestran sélo graficamente los resultados de la
cohorte 2. En esta cohorte hasta 12 sujetos tuvieron valores

indetectables en todas las determinaciones.

Figura 79. Concentraciones de IL-6 en sangre de 0 a 22 h en la cohorte
2,15¢.
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Tabla 67. Parametros cinéticos de 0-22 h para la IL-6 en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Crnax (pg/ml) 02 04 02 05 02 0,6 02 11
AUC (pg x h/ml) 1,7 3,6 1,8 6,6 42 13,3 25 12,0
tmax (M) 0 (0-22) 0 (0-22) 0 (0-22) 0 (0-4)

No hubo diferencias estadisticamente significativas para esta variable en
ninguna de las tres cohortes. Al haber tantos valores indetectables se

hizo un analisis adicional tratando la variable como categoérica (detectable
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vs. no detectable) mediante el test de x2, sin hallarse tampoco diferencias

entre tratamientos a los diferentes tiempos.

8.2.22.3. Molécula de adhesioén vascular (VCAM)

Figura 80. Concentraciones de VCAM en sangre de 0 a 22 h en la

cohorte 1, 30 g.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en

la cohorte 1.
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Figura 81. Concentraciones de VCAM en sangre de 0 a 22 h en la
cohorte 2, 15 g.
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Tabla 68. Parametros cinéticos de 0-22 h para VCAM en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Crmax (Ng/ml) -18 55 02 5 22 61 9 49
AUC (ngxh/ml)  -241 783  -19 696 189 892 8 589
tmax (M) 4 (2-22) 4 (2-22) 4 (2-22) 4 (2-22)

Cmax del vino sin alcohol fue superior al placebo (ANOVA global: gl 3,81,
p=0,013, para la comparacion concreta: p<0,01). No hubo otras
diferencias en esta cohorte.
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Figura 82. Concentraciones de VCAM en sangre de 0 a 22 h en la
cohorte 3, 15 g.
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Hubo diferencias a las 4h entre el vino y los otros tres tratamientos (p de
la interaccion tiempo x tratamiento=0,002, gl 6, 24, 4 h: V-P, A, D).
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8.2.22.4. Molécula de adhesion intercelular (ICAM)

Figura 83. Concentraciones de ICAM en sangre de 0 a 22 h en la cohorte
1,304g.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en

la cohorte 1.
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Figura 84. Concentraciones de ICAM en sangre de 0 a 22h en la cohorte
2,154.
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Tabla 69. Parametros cinéticos de 0-22 h para ICAM en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Crnax (ng/ml) -14 350 -1 34 9 36 5 27
AUC (ng x h/ml) -173 522 -48 414 111 537 10 335
tmax (D) 4 (2-22) 4 (2-22) 4(2-22) 4 (2-22)

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos en

la cohorte 2.
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Figura 85. Concentraciones de ICAM en sangre de 0 a 22 h en la cohorte
3,159
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Hubo diferencias a las 4 h entre el vino y los otros tres tratamientos (p de
la interaccién tiempo x tratamiento=0,002, gl 3,36, 4h: V-P, A,D). Estas
diferencias se debieron a un solo sujeto.

8.2.22.5. Resumen de biomarcadores de inflamacion

No hubo ninguna diferencia detectable entre tratamientos para IL-6 y
PCR. Las moléculas de adhesién endotelial (VCAM e ICAM) mostraron
una tendencia a menores concentraciones con el vino en las cohortes 1y
3, significativa en algin punto (4 h). En la cohorte 2 no hubo diferencias y
la tendencia fue justo la contraria, un aumento de estas moléculas con el

vino y el vino desalcoholizado.
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8.2.23 Constantes vitales
8.2.23.1. Presion arterial sistdlica
Figura 86. PAS de 0 a 6 h en la cohorte 1, 30 g.
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Figura 87. PAS de 0 a 6 h en la cohorte 2, 15 g.
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Tabla 70. Parametros cinéticos de 0-6 h para PAS en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Emax (MMHg) -1,6 8,6 .04 82 -02 91 -007 10,00
AUC (mmHgxh) -20 222 -07 209 28 257 -35 31,1
tmax (D) 4 (1-6) 3 (1-6) 2 (1-6) 2(1-6)

Figura 88. PAS de 0 a 6 h en la cohorte 3, 15 g.
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No se observaron diferencias en ninguna de las tres cohortes entre las
diferentes condiciones de tratamiento para esta variable, ni en el curso

temporal ni en los parametros cinéticos.
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8.2.23.2 Presion arterial diastdlica

Figura 89. PAD de 0 a 6 h en la cohorte 1, 30 g.
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Figura 90. PAD de 0 a 6 h en la cohorte 2, 15 g.
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Tabla 71. Pardmetros cinéticos de 0-6 h para PAD en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Emax (MmHg) -46 7.8 -5,4 6,8 -32 7,8 -6,1 6,5
AUC (mmHgxh) -16,3 25,7 -178 22,5 -10,0 252 -19,5 184
tmax (D) 4 (1-6) 2 (1-6) 2 (1-6) 2 (1-6)

Figura 91. PAD de 0 a 6 h en la cohorte 3, 15 g.
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No se observaron diferencias en ninguna de las tres cohortes entre las
diferentes condiciones de tratamiento para esta variable. Ni para los

parametros cinéticos ni para el curso temporal.
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8.2.23.3 Frecuencia cardiaca

Figura 92. FC de 0 a 6 h en la cohorte 1, 30 g.
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Se observé un aumento de la FC con el vino respecto al resto de
condiciones. Estas diferencias fueron significativas respecto al placebo
para Enax (ANOVA gl 3,15, p global=0,012, P-V), AUC (ANOVA gl 3,15, p
global =0,016, p-v) y alas 4 h (ANOVA gl 3,81, p global=0,008 p-v).
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Figura 93. Frecuencia cardiaca de 0 a 6 h en la cohorte 2, 15 g.
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Tabla 72. Parametros cinéticos de 0-6 h para FC en la cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Emax (IPm) 29 6,9 77 7,0 55 7,9 8,0 91
AUC (Ipm x h) 59 20,7 22,8 22,1 15,1 25,8 25,6 33,0
tmax () 4 (1-6) 4 (1-6) 4 (1-6) 4 (1-6)

Se produjo un aumento de la frecuencia cardiaca superior en las dos
bebidas alcohdlicas que en las dos sin alcohol.

El AUC del vino fue superior al placebo (ANOVA gl: 3,81 p global=0,019,
p<0,05 para la comparacion concreta). Hubo diferencias también a 1 h, 2
h y 4 h entre el placebo y ambas bebidas alcohdlicas, y alas 2y 4 h
entre los dos vinos (p de la interaccion tiempo x tratamiento=0,009, gl
12,324, 1,2,4 h: P-E,V, 2,4 h: d-v).
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Figura 94. FC de 0 a 6 h en la cohorte 3, 15 g.
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Las dos condiciones con etanol obtuvieron cifras mas altas de FC que las

bebidas no alcohdlicas a lo largo de las sesiones experimentales. Estas

diferencias fueron estadisticamente significativas para distintas
comparaciones en Ep., (ANOVA gl 3,15, p global=0,006, E-D, d-w) y

AUC (ANOVA gl 3,15, p global=0,004, E-D, d-w, p-e).
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8.2.23.4 Temperatura oral

Figura 95.

Temperatura oral de 0 a 6 h en la cohorte 1, 30 g.
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Figura 96.

Temperatura oral de 0 a 6 h en la cohorte 2, 15 g.
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Tabla 73. Parametros cinéticos de 0-6 h para la temperatura oral en la

cohorte 2.

Placebo Vodka Vino 0 Vino
Emax ( C) 0,1 04 0,1 04 0,2 0,3 0,7 0,3
AUC (Cxh) 0,5 1,1 0,5 1,1 0,5 0,6 0,5 1,2
tmax (D) 4 (1-6) 4 (1-6) 4 (1-6) 4 (1-6)

Figura 97. Temperatura oral de 0 a 6h en la cohorte 3, 15 g.
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No hubo diferencias entre tratamientos para los parametros cinéticos ni a

lo largo del tiempo en las tres cohortes para la temperatura oral.
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8.2.23.5 Resumen de constantes vitales

A modo de resumen en las constantes vitales se aprecié un aumento de
la frecuencia cardiaca superior en las dos bebidas con alcohol. Este
hecho se constaté en las dos cohortes con 15 g mientras que para la de
30 g el vino fue la bebida que destacO frente al resto. En las otras

constantes no hubo cambios estadisticamente significativos.
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8.2.24 Acontecimientos adversos

En este estudio (incluyendo las tres cohortes) se reportaron un total de
26 AA en 24 sujetos. De todos ellos 14 fueron considerados
posiblemente relacionados con el tratamiento y 3 probablemente
relacionados. Entre los 3 probables dos de ellos eran cefaleas por
consumo de etanol y vino y un mareo en la condicién vino (los tres
aparecieron con 15 g de etanol). No aparecié ningun acontecimiento

grave y/o inesperado.

El acontecimiento adverso mas frecuente fue la cefalea (11 de 26 AA).

Los distintos tratamientos fueron pues bien tolerados.
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8.3. COMPARACION EXCRECION DE FENOLES ENTRE DOPET 1
Y DOPET 2

En los dos estudios se administr6 una condiciébn que solamente tenia
alcohol diluido en agua (vodka o alcohol de grado farmacéutico). Se ha
realizado una comparacion de los resultados de ambos estudios para

esta condicion comun.

Se indican ademas las similitudes y diferencias entre el disefio de los dos
estudios y se comprueba si las estimaciones de la excreciéon de los
fenoles hechas con el primer estudio son validas para mismas dosis de

alcohol del segundo.

En el primer estudio se administraron 6, 12, 18, 24, 30 y 42 g de etanol
en forma de soluciéon hidroalcohdlica de alcohol etilico grado
farmacéutico + agua (en total 150 ml). La dosis de 18 y 30 g se

administraron a 12 sujetos y el resto a 6 sujetos.

En el segundo estudio se administraron 15 o 30 g de etanol en forma de
solucién hidroalcohdlica de vodka + agua. Se administraron 293 ml de
solucion en la cohorte 1 (30 g), 147 ml en la cohorte 2 (15 g) y 235 ml en
la cohorte 3 (15 g).

En el primer estudio los sujetos hicieron una dieta sin alcohol ni aceite de
oliva mientras que en el segundo la dieta pautada fue una dieta pobre en
fenoles, que incluye otras restricciones dietéticas ademas de las

anteriores, y reduce la cantidad a consumir de algunos alimentos.

En el segundo estudio los sujetos recibieron el alcohol después de haber
tomado 300 ml de agua dos horas antes, para asegurar que el
hidroxitirosol remanente en la orina fruto de la cena del dia anterior

estuviera eliminado antes de empezar el estudio.
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Tanto los procedimientos en la recogida de muestras como la técnica
analitica fueron comunes en ambos estudios para el hidroxitirosol y el

tirosol.

En la siguiente tabla se muestra un resumen de la excrecién de

hidroxitirosol de 0 a 6 h en los dos estudios.

Tabla 74. Excrecion de hidroxitirosol total en ambos estudios

) ) OHTyr 0-6 h
Estudio, cohorte Dosis alcohol (n) )
Media + DE (nmoles)
129 (4) 513 + 256
DOPET 1 189 (9) 577 + 288
309 (9) 844 + 802
DOPET 2,1 309 (6) 429 + 226
159 (28) 841 + 613
DOPET 2, 2
DOPET 2, 3
159 (6) 546 + 240

La excrecion de hidroxitirosol con 15 g de alcohol fue superior en el
segundo estudio (cohorte 2) en comparacion con las dosis de 12y 18 g
del primero y para la dosis de 30 g sucedié justo al contrario. Pero
ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa (t-Student

de datos independientes, todas las p>0,05).

El primer factor que podria explicar estas ligeras variaciones entre los
dos estudios y se debia descartar fueron las concentraciones de alcohol.
A continuacién se detallan las alcoholemias obtenidas para los sujetos

gue tenian determinados también los fenoles.
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Tabla 75. Alcoholemias en ambos estudios.

Estudio, cohorte | Dosis alcohol (n) Cinax (umol/l) AUC (umol x h /1)
12 g (4) 37+31 7,2+3,0
DOPET 1 18 g (9) 52+3,7 10,1 +1,1
309 (9) 8,6+5,7 23,0+5,9
DOPET 2, 1 309 (6) 78+15 18,4 + 3,3
DOPET 2, 2 15 g (28) 48+1.2 7,7+£2,0
DOPET 2, 3 15 g (6) 46+1,0 76+14

A igualdad de dosis las alcoholemias obtenidas en los dos estudios
fueron muy similares y por tanto no justificaron diferentes excreciones de
hidroxitirosol.

Si se tenian en cuenta las estimaciones realizadas con los datos del
DOPET 1 se podia comprobar que la excrecion de OHTyr en las cohortes
1y 2 de DOPET 2, estaba fuera de los intervalos de confianza del 95%
calculados (ver en siguiente tabla IC 95% DOPET 1 en cursiva). Esto se
debié probablemente a que en DOPET 1 las estimaciones se hicieron
con una muestra pequefia por dosis y a la gran variabilidad
interindividual.

Tabla 76. Congruencia con las estimaciones de DOPET 1

OHTyr 0-6 h

Estudio, cohorte

Dosis alcohol (n)

Media + DE (nmoles)

DOPET 2, 1 30 g (6) 429 + 226 (509-942)
DOPET 2, 2 15 g (28) 841 + 613 (361-618)
DOPET 2, 3 15 g (6) 546 + 240 (361-618)
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El otro fenol de interés a comparar entre estudios es el tirosol. Los datos
de excrecion de tirosol obtenidos con ambos estudios se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 77. Excrecion de tirosol total en ambos estudios.

Estudio, cohorte Dosis alcohol (n) ] Tyr 0-6h
Media + DE (nmoles)
12 g (4) 115,4 + 113,3
DOPET 1 18 g (9) 335,4 +719,5
309 (9) 307,1 + 279,7
DOPET 2, 1 309 (6) 137,8 + 67,9
DOPET 2, 2 159 (28) 98,3 + 80,2
DOPET 2, 3 15 g (6) 72,6 + 49,4

En ambos estudios, en términos generales, se observd que a mayor
dosis de alcohol se producia mayor excrecion de tirosol (exceptuando
paralos 18 gy 30 g de DOPET 1 que tuvieron excreciones similares). De
nuevo al comparar dosis entre estudios (12 gvs. 159,18 gvs. 15g) o
idénticas (para los 30 g) no hubo diferencias estadisticamente
significativas en la excrecién de tirosol (t-Student datos independientes

todas las p>0,05)

Teniendo en cuenta las estimaciones realizadas con el DOPET 1 se
observé que la excrecion de Tyr en las cohortes 2 y 3 estaba dentro de

los IC calculados (ver en siguiente tabla IC 95% DOPET1 en cursiva).
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Tabla 78. Congruencia con las estimaciones de DOPET 1

Estudio, cohorte

Dosis alcohol (n)

Tyr 0-6h

Media = DE (nmoles)

DOPET 2, 1 30 g (6) 137,8 £ 67,9 (181-362)
DOPET 2, 2 15 g (28) 98,3 £ 80,2 (93-154)
DOPET 2, 3 15 g (6) 72,6 + 49,4 (93-154)
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9. DISCUSION

En la introduccién de esta memoria ya se ha comentado que el alcohol a
dosis moderadas reduce el riesgo de enfermedad cardiovascular. La
cuestion es si parte de estos efectos beneficiosos pueden atribuirse a su
capacidad de generar hidroxitirosol. Para poder responder a esta
pregunta el primer paso ha sido demostrar en estudios experimentales en
humanos que efectivamente tras el consumo de alcohol se genera
hidroxitirosol (DOPET 1).

Existe mucha controversia en si atribuir los efectos beneficiosos sobre la
salud al alcohol propiamente o al tipo de bebida alcohdlica consumida.
Por este motivo, y porque el vino tiene la particularidad de contener una
pequefia cantidad de hidroxitirosol, se disefié un segundo estudio en el
gue se comparaban distintas bebidas alcohdlicas (vino y vodka) con sus
respectivos placebos (vino sin alcohol y agua) en términos de excrecién
de hidroxitirosol. La idea era estudiar la contribucién de cada uno de los

componentes del vino (fenoles y alcohol) en la excrecién de hidroxitirosol.

Teniendo en cuenta que el vino contiene hidroxitirosol a priori se
esperaba que las cantidades de este fenol en orina serian algo
superiores a las obtenidas con el alcohol solo (vodka). Sin embargo, en
el estudio DOPET 2, el cambio obtenido con el vino en la excrecién de

hidroxitirosol no fue pequefio sino sustancial.

El hallazgo mas importante del primer estudio fue pues la confirmacion
gue tras la ingesta de alcohol se genera OHTyr, y a su vez, que la
relacion entre la excrecion de hidroxitirosol y el alcohol es dosis
dependiente. La excrecién de hidroxitirosol en el segundo estudio siguio
el orden: vino>vino sin alcohol>vodka>placebo. De los resultados del
segundo estudio destacé que tras la ingesta de vino también se
generaba hidroxitirosol, y que la cantidad recuperada del mismo en orina,

teniendo en cuenta la cantidad administrada, era muy superior a la
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esperada. Este hecho ya se habia constatado previamente, aunque en
un estudio disefiado con otra finalidad, evaluar la biodisponibilidad y

efectos del resveratrol (de la Torre 2006).

De hecho la excrecién de OHTyr en orina obtenida con el vino en el
estudio DOPET 2 fue superior a la suma de la cantidad excretada por los
fenoles sin alcohol (vino sin alcohol) y la generada por el alcohol solo
(vodka). Este hecho sugiere que tiene que haber algin mecanismo
adicional al ya sugerido para el alcohol (desvio del metabolismo oxidativo
de la dopamina) para generar hidroxitirosol en el caso del vino.

Para poder resolver esta incégnita se disefié un estudio en animales
(ratas) cuyo principal hallazgo fue que parte del tirosol que se

administraba a las ratas se recuperaba en forma de hidroxitirosol.

Finalmente, para poder contextualizar los resultados obtenidos del
estudio DOPET 2 en cuanto a cantidad de hidroxitirosol recuperada, se
compararon sus resultados con un estudio de aceite. La cantidad de
hidroxitirosol recuperada en orina fue superior con una copa de vino que

con 50 ml de aceite.

Si parte de los efectos benéficos para la salud del aceite se pueden
atribuir a su contenido en fenoles, y concretamente al hidroxitirosol
(Covas 2006a), es posible que en el caso del vino suceda lo mismo. Las
cantidades de hidroxitirosol recuperadas tras consumir una sola copa

serian suficientes.

La discusion de esta memoria de ha dividido en varios apartados, de
acuerdo a las variables estudiadas en ambos estudios. Incluye aspectos
relacionados con la farmacocinética y farmacodinamia del alcohol
(efectos subjetivos, rendimiento psicomotor, constantes vitales), con la
dosis de alcohol y los sujetos seleccionados para los estudios, con la

excrecién de hidroxitirosol y tirosol, y con los efectos de las distintas
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bebidas sobre algunos biomarcadores (oxidacion, inflamacion, perfil
lipidico y glucosa).

Para no interpretar de forma incorrecta los resultados de los estudios,
desde un primer momento es importante recordar que en ningun caso los
efectos observados pueden atribuirse directamente al hidroxitirosol, ya
gue éste no se administr6 de forma aislada. En todo caso, pueden
atribuirse al tipo de bebida consumida y correlacionarse con su
capacidad de generar hidroxitirosol. Es por ello que la pregunta sobre si
los efectos benéficos del alcohol/vino se deben a su capacidad de
generar hidroxitirosol, debera ser contestada en futuros estudios. Con
nuestros datos podemos proporcionar evidencia indirecta de que

efectivamente es asi.
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9.1. FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA DEL ETANOL

En los dos estudios se adminsitraron dosis entre 6 y 42 g de alcohol. Las
concentraciones de alcohol en sangre obtenidas, como era de esperar,
aumentaron con la dosis de alcohol administrada. En el DOPET 1 la Cyax
siguid una relacion lineal con la dosis mientras que el AUC la relacion
dej6 de ser lineal a dosis elevadas. Este hecho ya se habia constatado
en estudios previos y se atribuye, entre otras cosas, a cambios en la
razén de extraccién hepatica con la concentracién de la bebida y a la
capacidad limitada de eliminacion del alcohol mediante la alcohol
deshidrogenasa. En nuestros estudios también se ha observado que la
tmax del alcohol se retrasa en las dosis mas altas en comparacién con las
bajas. Se ha descrito también previamente que en las bebidas mas
concentradas el alcohol se absorbe méas lentamente por una inhibicion
del vaciado gastrico (Wilkinson 1977, Holford 1987).

Por otro lado, en DOPET 2 se observé que la misma cantidad de alcohol
administrada en forma de vodka o vino producia alcoholemias muy
similares. Este hecho permitié una comparacién no sesgada entre el vino
y el vodka en cuanto a la generacion de hidroxitirosol. Diferencias en las
concentraciones de alcohol por si mismas podrian haber ocasionado

diferencias en la excrecion de los fenoles.

Para la alcoholemia no hubo diferencias entre las dos bebidas en las tres
cohortes para ninguno de los parametros cinéticos. Esto sucedié porque
ambas se administraron en las mismas condiciones (misma

concentracion de alcohol, mismo volumen y a lo largo de cinco minutos).

Por otro lado, las concentraciones de alcohol en la tercera cohorte
(8°,15 g) fueron ligeramente inferiores a las obtenidas con la cohorte 2
(13°,15 g). Las diferencias en los volimenes y concentraciones de

alcohol en las bebidas entre una y otra cohorte podrian explicar este

212



Discusion

hecho. De todos modos esas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

En la cohorte 1 con 30 g, como era de esperar las alcoholemias fueron

superiores que en las dos cohortes con 15 g.

Del mismo modo que con las concentraciones, en DOPET 1 también se
observé que los efectos subjetivos del alcohol dependian de la dosis
administrada (Gengo 1990).

Las distintas dosis produjeron sintomas leves de intoxicacién. Los
efectos maximos se obtuvieron con la dosis de 42 g (Emax 38,5 mm). Sin
embargo, algunos sujetos con dosis inferiores puntuaron mas de 50 mm.
Esta gran variabilidad interindividual se debié probablemente a la
diferente tolerancia al alcohol entre individuos, que en parte depende de
sus experiencias previas. El caracter doble-ciego del estudio podria tener
también un papel, ya que los sujetos no sabian las dosis que iban a
recibir. EI hecho de que con la dosis de 12 g se alcanzaran valores
superiores que con 18 g en algunos puntos (ver curso temporal) se
explica porque se trataba de distintos sujetos. La correlacion entre los
parametros cinéticos de las concentraciones y los efectos subjetivos, por
todo los comentado previamente, aunque existente, no fue de gran

magnitud.

En el DOPET 2 con las dosis de 15 y 30 g los sujetos reportaron también
una leve sensacion de borrachera (Emax <20mm). Como las alcoholemias
con el vino y el vodka fueron similares también lo fueron los efectos
subjetivos. No hubo diferencias entre dosis (15 g vs 30 g), de nuevo por
la diferente tolerancia al alcohol entre individuos y la dificultad para
discriminar dosis bajas de alcohol. De hecho, 7 sujetos de los 40 que

fueron incluidos en el estudio llegaron a puntuar habiendo recibido vino
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desalcoholizado, hecho que confirma el posible papel del disefio a doble-
ciego.

El rendimiento psicomotor, evaluado mediante el DSST, no se alter6 con
la administracion de 15 g (0,2g/kg) de alcohol en DOPET 2. De hecho las
alcoholemias obtenidas, tanto en sangre como en aire espirado
estuvieron por debajo del limite legal de conduccion de vehiculos en todo
momento con esa dosis. Otros estudios tampoco han demostrado
cambios en el rendimiento psicomotor con 0,2 g/kg ni con 0,4g/kg, o con
0,7g/kg pero si con 0,8 g/kg de alcohol (Holdstock 1998, Brumback
2007, Hernandez-L6pez, 2002, Abanades 2007).

En DOPET 1, con las distintas dosis de alcohol no se observaron
cambios en las constantes vitales. Es importante tener en cuenta que en
este estudio las constantes se midieron Unicamente a la hora y a las seis
horas y por razones de seguridad. Cambios sutiles con tan pocas

determinaciones y sujetos podrian haber pasado desapercibidos.

En cambio, en DOPET 2, las constantes vitales constituyeron un
parametro farmacodinamico. Se pudo apreciar que tras la administracion
de las bebidas con alcohol, tanto con 15 como con 30 g, aumentaba la
frecuencia cardiaca, sin cambios en la presiéon arterial. El alcohol es
vasodilatador pero también activa el sistema simpatico y por tanto, segun
la dosis puede reducir o aumentar la presion arterial, y a su vez aumentar
la frecuencia cardiaca. Otros estudios en voluntarios sanos con el
consumo de dos unidades de bebida estandar tampoco encontraron
cambios en la presién arterial pero si un aumento de la frecuencia
cardiaca. No se apreciaron diferencias, como en nuestro caso, al

comparar ambos tipos de bebidas alcohdlicas (Spaak 2008, 2010).
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9.2. DOSIS DE ALCOHOL SELECCIONADAS

En el primer estudio se escogieron distintas dosis de alcohol para poder
estudiar la relacion entre la dosis de alcohol y la excrecion de
hidroxitirosol. Estas dosis llegaron hasta el limite diario de consumo de
alcohol recomendado en hombres, que son 40 g. Dosis de hasta este
limite de 40 g al dia han demostrado reducir la mortalidad total (di
Castelnuovo 2006) y la cardiovascular con un menor riesgo de infarto de
miocardio (Ronksley 2011). En el caso de las mujeres serian dosis
inferiores, de hecho en ellas no se recomienda sobrepasar los 20 g de
consumo diario. En ambos estudios finalmente no se incluyeron mujeres
por lo que todas las dosis estaban en el rango de las descritas como

protectoras.

Para el segundo estudio se escogieron dosis inferiores, de 15
correspondientes a 1,5 unidades de bebida estandar de alcohol. Estas
dosis se escogieron para corresponderse con la cantidad de alcohol que
se sirve habitualmente con una copa de vino. Esta cantidad acostumbra
a ser superior a una unidad de bebida estandar y es cercana a 1,5 UBE,
como se observé en un estudio previo (Pérez-Mafia 2011). Ademas, en
los estudios observacionales en los que se estudi6 el efecto del alcohol

las dosis mas protectoras fueron entre 10 y 20 g (Di Castelnuovo 2006).

En la cohorte 1 se administraron dosis correspondientes a dos copas de
vino (3 UBE) con 6 sujetos para estudiar si habia un efecto dosis-
respuesta en la excrecion del hidroxitirosol y en sus efectos con las

distintas bebidas administradas.

Dado que los efectos subjetivos producidos por los 15 y 30 g de alcohol
en DOPET 2 fueron leves, que no hubo alteracion del rendimiento
psicomotor y que las bebidas fueron bien toleradas (no se produjeron AA

graves ni cambios importantes en las constantes vitales), estas dosis

215



Discusion

podrian utilizarse en futuros estudios de intervencion. En el caso de

incluir mujeres la dosis deberia limitarse a 20 g de alcohol.
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9.3. SUJETOS SELECCIONADOS

En DOPET 1 y DOPET 2 se pretendia estudiar principalmente la
excrecion de hidroxitirosol tras la administracion de diferentes bebidas y
por eso participaron voluntarios sanos y jovenes en ambos estudios.
Futuros estudios de intervencidn deberian disefiarse con sujetos de
mayor edad y con riesgo de padecer eventos cardiovasculares, que son
los que mas podrian beneficiarse del consumo leve-moderado de

alcohol.

En los dos estudios de esta memoria se decidié no seleccionar mujeres,
a pesar de que ambos protocolos contemplaban su inclusion, por varios

motivos.

El principal es que dado que con los pilotos del primer estudio se observd
gran variabilidad en la excrecién de hidroxitirosol al incluir mujeres dicha
varibilidad no habria hecho mas que aumentar, dificultando estudiar la
relacion con la dosis en el primer estudio y las diferencias entre bebidas

en el segundo.

Es de sobras conocido que existen diferencias en el metabolismo del
etanol en funcion del género (Baraona 2001). Estas diferencias podrian
conllevar cambios en la cantidad de hidroxitirosol excretada y dificultar
las comparaciones entre dosis en el primero de los estudios. En el
segundo estudio, en el que ademas se evalu6 el efecto de las distintas
bebidas sobre biomarcadores de oxidacion, los estrégenos podrian

interferir al ser per se antioxidantes (Badeau 2005).

En futuros estudios es necesario incluir mujeres para averiguar si los
estrégenos y las diferencias en el metabolismo del alcohol pueden influir
tanto en la biodisponibilidad del hidroxitirosol como en sus efectos. Es
importante tener en cuenta que las mujeres que probablemente se

beneficiarian mas del tratamiento con hidroxitirosol serian las
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menopausicas, ya que presentan un mayor riesgo de paceder eventos

cardiovasculares.

A su vez se decidid excluir de los estudios a sujetos fumadores de mas
de 10 cigarrillos/dia porque no se podia descartar un discreto efecto del
tabaco en la farmacocinética del alcohol (Johnson 1991) y porque
ademas parece ser que los fumadores tienen menos cantidad de
monoaminooxidasa, enzima responsable del metabolismo de la
dopamina (Fowler 2003). Este hecho podria sugerir cambios (reduccion)
de la generacidon de hidroxitirosol en estos sujetos. En los futuros
estudios de intervencion deberan incluirse fumadores ya que en ellos, al
tener mayor porcentaje de LDL oxidada (Yamaguchi et al, 2005), los

efectos del hidroxitirosol podrian ser mas aparentes.
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9.4. EXCRECION Y RECUPERACION URINARIA DE FENOLES

El hidroxitirosol, tras la administracion de vino o vodka, se excretd
principalmente sulfatado. A diferencia de los estudios con aceite de oliva
en los que se excretd sobretodo glucuronizado (Mir6-Casas 2003). Este
hecho complicé el andlisis de las muestras de orina de forma importante,
ya que con el primer método escogido para ello (GC/MS) no se detectaba
parte de los sulfatos. Las muestras tuvieron que analizarse hasta tres

veces, siendo definitivo el Gltimo analisis con LC/MS.

Llama la atencién que la fraccion libre de hidroxitirosol excretada en
ambos estudios fue muy pequefia, en comparacién con la parte
conjugada.

En los estudios con aceite de oliva ya se habia observado que la
cantidad libre era muy pequefia, probablemente debido a un importante
metabolismo de primer paso a nivel gastrointestinal/hepatico (de la Torre
2008). Tedricamente la fraccién libre es la que tendria que ser
responsable de los efectos, de forma andloga a lo que sucede con los
medicamentos. Por este motivo, se han propuesto varias teorias para
explicar como el OHTyr del aceite puede llegar a producir efectos
antioxidantes, a pesar de detectarse concentraciones libres tan bajas del

mismo.

La primera explicacion seria que el OHTyr conjugado fuera
bioldgicamente activo (Tuck 2002). Sin embargo, al menos para el
glucuronizado, ya se demostré que no tenia efectos antioxidantes
(Khymenets 2010).

Otra explicacion seria que los conjugados pudieran actuar de formas
depot y que los fenoles se liberaran del glucurénido o sulfato de forma

intracelular.
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A su vez también se ha propuesto que los fenoles y sus metabolitos
actlen como antioxidantes al incorporarse a las lipoproteinas,
protegiéndolas de este modo de la oxidacion (de la Torre 2008). La teoria
mas reciente, sustentada por los resultados de varios estudios, es que
los fenoles actuen produciendo cambios en la expresion génica,
concretamente disminuyendo la expresion de genes involucrados en la
formacion de la placa de ateroma. Para ello concentraciones bajas
podrian ser suficientes (Konstantinidou 2010, Castafier 2012, Farras
2013).

En los estudios DOPET 1 y DOPET 2 no se analiz6 el hidroxitirosol en
las muestras de plasma debido al esfuerzo analitico que supuso llegar a
analizar las de orina de ambos estudios. Por tanto, se desconoce la
cantidad libre de este fenol que habria en sangre tras su formacion
debida a la ingesta de alcohol o de vino. Es probable de todos modos

gue las concentraciones también fueran bajas.
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9.4.1 Cambio en el metabolismo oxidativo de la dopamina a
hidroxitirosol

En DOPET 1 la excrecion de hidroxitirosol aumenté de forma dosis-
dependiente tras la administracion de etanol. Por primera vez se
demostr6 este hecho en un estudio experimental en humanos.
Previamente se habian correlacionado las concentraciones de
hidroxitirosol con el consumo de alcohol con los datos basales de una
muestra del estudio PREDIMED (Schroder 2009). Los sujetos con
consumos mas altos tenian mayores concentraciones de hidroxitirosol en
orina. Sin embargo, esos datos observacionales requerian una

confirmacion mediante ensayo clinico.

En nuestro estudio se observé una correlacion entre AUC y En.x de la
alcoholemia y la excrecion de hidroxitirosol. El etanol no contiene
hidroxitirosol de modo que se pudo deducir que el hidroxitirosol detectado
se habia producido de forma enddgena. En este estudio se observo
también un cambio en la razén DOPAC/OHTyr (a mayor dosis de alcohol
menor era la razén). Estos datos eran congruentes con los estudios
previos en animales de Davis, en los que observo que el etanol desviaba
el metabolismo de la dopamina de DOPAC a DOPET (OHTyr), y de
Tank, en los que la razén paso de 10 a 0,25 al afiadir etanol a muestras
de higado de ratas (Davis 1970, Davis 1967, Tank 1979).

Las concentraciones de HVAL, el metabolito del hidroxitirosol, también
siguieron una relacién dosis-dependiente con la cantidad de alcohol
ingerida, corroborando que se habia formado més hidroxitirosol con las

dosis mas altas de alcohol.

En nuestro estudio se observo una gran variabilidad interindividual en la
excrecién de hidroxitirosol ya que sujetos que habian recibido una
misma dosis de alcohol tenian valores muy distintos. Esta variabilidad fue

probablemente la responsable de que con la dosis de 24 g se obtuvieran
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valores de hidroxitirosol superiores a los de la dosis de 30 g. Otros
factores como la dieta de cada individuo el dia previo (a pesar de las
restricciones dietéticas pautadas), podrian estar contribuyendo a estas
discrepancias.

La dosis de alcohol no se relacion6 con la excrecion urinaria de DOPAC
ni de HVA. Como se ha comentado previamente ambos compuestos son
intermediarios en el metabolismo de la dopamina y se encuentran en
cantidades elevadas en el cuerpo de forma basal, a diferencia del
hidroxitirosol. Por este motivo es posible que pequefios cambios en sus
concentraciones por el desvio del metabolismo de la dopamina de
DOPAC a OHTyr no fueran detectables. Esto también justificaria que no
se correlacionaran negativamente las concentraciones de DOPAC vy
OHTyr y los cambios solo fueran apreciables en la razén, a expensas de

un aumento del hidroxitirosol.

Los resultados del segundo estudio con el vodka también apoyaron que
la hipétesis del cambio en el metabolismo de la dopamina fuera cierta.
De nuevo en las tres cohortes hubo una mayor excrecion de hidroxitirosol
con el vodka que con el placebo y una disminucion de la razoén
DOPAC/OHTyr. La razén fue concretamente 2,4 veces y 12,7 veces

inferior después del vodka y del vino en comparacion con el placebo.

El AUC de la alcoholemia en la condicién vodka (n=40) también se
correlacioné positivamente con la excreciéon de hidroxitirosol. Aunque no
hubo diferencias entre el DOPAC o el HVA entre placebo y vodka, sus
concentraciones con el vino si que fueron inferiores a las del vino sin
alcohol. En este caso también se observé que las concentraciones del
metabolito del hidroxitirosol (HVAL), eran superiores en las dos bebidas

alcohdlicas, respecto a las que no contenian alcohol.
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9.4.2 Cambio en el metabolismo oxidativo de la tiramina a tirosol

Un hallazgo inesperado en DOPET 1 fue que las concentraciones de
tirosol en orina también seguian una relacion dosis-dependiente con la
administracion de alcohol. Posteriormente en el DOPET 2 se confirmaron
estos resultados ya que en la cohorte de 30 g se obtuvieron excreciones
algo superiores que con las dos de 15 g (137,8 nmoles vs 72,6 y 98,3
nmoles). En DOPET 2 la excrecion de tirosol con el vodka fue similar a la
obtenida en el primer estudio para dosis parecidas de alcohol, y superior
a la del placebo (ver apartado de resultados de la comparacion entre
DOPET 1 y DOPET 2). Dado que el alcohol no contiene tirosol de nuevo
se pudo deducir que éste se habia formado endégenamente.

La explicacién mas plausible es andloga a la que se ha utilizado para el
hidroxitirosol. En modelos animales se habia descrito un cambio en el
metabolismo de la tiramina con la presencia de alcohol, de modo que en
lugar de transformarse preferiblemente en 4-HPAA se transformaria en
tirosol (Tacker 1970). De acuerdo con estos datos experimentales, en
DOPET 2 se encontraron menores concentraciones de 4-HPAA con el
vino que con el vino desalcoholizado. Sin embargo, no se encontraron
diferencias entre vodka y placebo para el 4-HPAA. Sucedié lo mismo que
al comparar el DOPAC del vodka y el del placebo para el hidroxitirosol.
De nuevo como las concentraciones de tirosol eran muy pequefias en
relacion con las de 4-HPAA, la disminuciéon del 4-HPAA (a favor del
tirosol) no llegd a ser detectable. Tampoco se correlacionaron ambas
variables aunque si se pudo observar que la razén 4-HPAA/Tyr era
inferior en las dos bebidas con alcohol respecto a sus respectivos

placebos.
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9.4.3 Aumento de la biodisponibilidad del tirosol con el alcohol

En el estudio DOPET 2 se pudo observar que el alcohol presente en el
vino aumentaba la biodisponibilidad de este fenol. EIl vino y el vino
desalcoholizado contenian similar cantidad de tirosol y la recuperacién de
este fenol en orina pasé de ser del 0,3% en el vino desalcoholizado al
16,1% en el vino con alcohol. Esta diferencia tan grande no se explicaba
solo por el efecto neto del alcohol del vino (que podia producir tirosol por
desvio del metabolismo de la tiramina). De acuerdo con estos datos en
humanos en el estudio que hicimos en ratas la administracion de tirosol y
etanol produjo mayor excrecién de tirosol que cuando se administré con
vehiculo. Confirmandose de este modo que el tirosol es mas

biodisponible cuando hay alcohol.
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9.4.4 Transformacioén del tirosol en hidroxitirosol

En estudio en animales demostré que parte del tirosol administrado se
recuperaba en forma de tirosol. En humanos podria estar sucediendo lo

mismo, que el tirosol se estuviera transformando en hidroxitirosol.

De hecho en el estudio DOPET 2, en la cohorte con mayor tamafo
muestral, existié una correlacion negativa entre la excrecién de tirosol y
la de hidroxitirosol para los dos vinos. Cuando el tirosol disminuia
aumentaba el hidroxitirosol. En el estudio DOPET 1 la correlacion entre
ambos fenoles fue en sentido contrario ya que los dos aumentaron con la
dosis de alcohol administrada (cambio en el metabolismo de la dopamina
y de la tiramina). No obstante no se puede descartar que una parte del

hidroxitirosol detectado en DOPET 1 proviniera del tirosol generado.

La transformacién en humanos podria hacerse de una de las siguientes
maneras. Una posibilidad seria que la reaccién la catalizara la tirosina
hidroxilasa. Esta enzima se encarga de afadir el grupo hidroxilo de la
tirosina para transformarla en L-DOPA, y podria actuar del mismo modo
afiadiendo el hidroxilo al tirosol para transformarlo en hidroxitirosol. Otra
opcién seria que la transformacion se produjera debido a las bacterias
intestinales ya que ha sido descrita para varios microorganimos como
Serratia, Pseudomonas y Halomonas mediante el uso de tirosinasas o
mono-oxigenasas (Brooks 2005, Allouche 2003, Liebgott 2009).
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9.4.5 Tranformacion de la tiramina o tirosina del vino
La tirosina se metaboliza a dopamina en humanos. También se ha
descrito, aunque en microsomas hepaticos, que la tiramina se puede
transformar en dopamina a través del CYP2D6 (Hiroi 1998).

Por estos motivos en nuestros estudios se evalué la posibilidad de que la
tirosina que contenia el vino pudiera estarse transformando en tiramina o
dopamina y que ambas acabaran produciendo hidroxitirosol por alguno

de los mecanismos descritos previamente.

La propia tiramina del vino también podria estar contribuyendo a la

excrecion de ambos fenoles.

Sin embargo, las concentraciones de ambos precursores (tirosina y
tiramina) eran muy parecidas en ambos vinos administrados (algo
superiores en el vino con alcohol) y en cambio la excrecién de

hidroxitirosol era muy superior con el vino alcoholizado.

Ademas el estudio en ratas no demostré una mayor excrecion de tirosol
o hidroxitirosol tras la administracion de tirosina o tiramina, con o sin la

administracion previa de alcohol.

La excrecion de tirosina de 0 a 6 h en DOPET 2 tampoco fue distinta en
las diferentes condiciones de tratamiento. La tiramina no llegé a
analizarse pero se prevé que tampoco habria diferencias en su

excrecion.
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9.4.6 Resumen mecanismos propuestos

En el caso del vino por tanto los fenoles y el alcohol podrian actuar de

forma sinérgica generando hidroxitirosol por 5 mecanismos:

a)

b)

c)

d)

Cambio en el metabolismo oxidativo de la dopamina de DOPAC a
hidroxitirosol por la presencia de alcohol.

Cambio en el metabolismo oxidativo de la tiramina de 4-HPAA a
tirosol por la presencia de alcohol.

Aumento de la biodisponiblidad del tirosol por la presencia de
alcohol.

Sintesis de tirosol a través de la tirosina o tiramina del vino

(no respaldado por los datos del estudio en ratas).
Transformacion del tirosol en hidroxitirosol. Ya sea el que
contiene el vino como el generado por algunos de los
mecanismos citados previamente (respaldado por el estudio en

ratas).

El hidroxitirosol generado por los mecanismos propuestos se afiadiria a

la pequefia cantidad absorbida del que contiene el vino por si mismo.
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Figura 98. Mecanismos propuestos para la generacion de hidroxitirosol

con el vino.
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9.4.7. Comparacion entre estudios y dosis

A continuacién se intenta explicar el origen de la variabilidad observada
en cuanto a excrecion de OHTyr y Tyr en ambos estudios, asi como la

observada entre sujetos de un mismo estudio.

Lo primero que se descarté es que las diferencias pudieran explicarse
por diferencias en las alcoholemias. Estas fueron muy similares entre

ambos estudios para mismas dosis de alcohol.

En los dos estudios se dejaron tres dias entre sesiones experimentales.
Se consideraron suficientes para descartar un fenébmeno de carry-over
teniendo en cuenta la semivida de eliminacion del hidroxitirosol y el
tirosol (2,5-3,5h) tras la administracion de aceite (Mir6-Casas 2003, Mir6-
Casas 2001a, Covas 2006b). El pico plasmatico de ambos fenoles

aparece hacia la hora en plasmay de 0 a 2 h en orina (Fit6 2007a).

La dieta de cada individuo también podria influir en los resultados
obtenidos. Todos los sujetos refirieron buen cumplimiento de la misma y
las alcoholemias en aire espirado fueron negativas antes de empezar
todas las sesiones experimentales. Sin embargo, las dietas restringian el
hidroxitirosol pero no contemplaron la posible influencia de otros

precursores como el tirosol, la tiramina o la tirosina.

En el primer estudio, en el andlisis inicial con cromatografia de gases, se
analizaron las concentraciones de hidroxitirosol y tirosol en las muestras
de orina basales. Estas concentraciones no fueron diferentes entre dosis.
En el segundo estudio se analiz6 la excrecion de hidroxitirosol y tirosol de
-2 a 0 h de la primera sesion para la cohorte 2. En este caso, utilizando la
misma técnica que para los analisis definitivos (cromatografia liquida)
tampoco se observaron diferencias entre tratamientos. Con estos
andlisis, al no ser exhaustivos, no se puede descartar una pequefa

influencia de la dieta pero si una influencia importante en los resultados.
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Lo méas probable es que la variabilidad encontrada se debiera a
diferencias interindividuales en el metabolismo de las sustancias
implicadas. En el primer estudio al comparar el hidroxitirosol con 18 y 30
g 0 24 y 42 g (mismos sujetos) se observo una clara relacion dosis-
respuesta. En el segundo los sujetos que participaron en la dosis de 15y
30 g eran distintos, y aunque con 15 g se detecté mas hidroxitirosol que

con 30, se trataba de una comparacion indirecta.

No se puede descartar la influencia de polimorfismos genéticos en
enzimas implicados en la generacion del hidroxitirosol. Teniendo en
cuenta los mecanismos descritos previamente podrian ser enzimas
encargadas del metabolismo de la dopamina y tiramina (ADH, ALDH,
CYP2D6) o del paso de tirosol a hidroxitirosol (tirosina hidroxilasa u otras

posibles).

En el caso del tirosol la variabilidad podria deberse también a diferencias
en el metabolismo, a la presencia de polimorfismos genéticos y a

transgresiones de la dieta.

De cara a futuros estudios, los datos mas representativos en cuanto a
excrecion de OHTyr y Tyr con 15 g de alcohol (equivalentes a una copa
de vino) son los de la cohorte 2 (n=28), que es la que tenia mayor

tamafio muestral.
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9.4.8 Comparacion entre el vino y el aceite
Con la administracion de vino el hidroxitirosol se excretd principalmente

sulfatado en lugar de glucuronizado.

Como se ha mencionado previamente la recuperacion de OHTyr en orina
con un vaso de vino fue superior (>33%) a la que proporciona una dosis

en el limite alto del consumo diario de aceite de 50 ml (Helsing 1995).

El OHTyr es el compuesto fendlico con mayor actividad bioldgica en el
aceite de oliva virgen (Gimeno 2002) y ha demostrado ser un potente

antioxidante en modelos experimentales (Granados-Principal 2010).

Con el aceite se han realizado diversos estudios que avalan sus efectos
beneficiosos sobre la salud y que ademas correlacionan estos efectos

con su contenido en fenoles.

El consumo de aceite de oliva virgen, incluso a dosis inferiores a 50
ml/dia, ha demostrado ser eficaz contra factores de riesgo para la
enfermedad coronaria como la oxidacién de las LDL, la inflamacion, la
disfuncion endotelial y otros factores trombéticos (Covas 2006a, Lopez
Miranda 2010). Ademas, como se ha comentado previamente los
compuestos fendlicos del aceite de oliva, principalmente el OHTyr y el
Tyr (Gimeno 2002), pueden modular la expresion de genes relacionados
con la arteriosclerosis hacia un modo protector (Konstantinidou 2010,
Castafier 2012, Farras 2013).

En el estudio EUROLIVE, un ensayo clinico aleatorizado cruzado y
controlado en 200 hombres sanos, se administraron tres aceites de oliva
similares excepto por su contenido fendlico (25ml/dia) durante tres
semanas (Covas 2006a). Se observaron un aumento del colesterol HDL

y una reduccién del colesterol LDL y de la oxidacion lipidica directamente
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asociados con el contenido fendlico de los aceites (principalmente OHTyr
y Tyn).

Posteriormente en el estudio PREDIMED la combinacion de una dieta
Mediterranea con el aceite de oliva virgen demostrd reducir la tasa de
eventos cardiovasculares (Estruch 2013).

Teniendo en cuenta estos datos obtenidos con el aceite y que la
recuperacion de OHTyr fue superior con el vino que con el aceite, es
posible que el vino produzca efectos similares en relacién con su

capacidad de generar hidroxitirosol.
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9.5 EFECTOS SOBRE DIVERSOS BIOMARCADORES

En todas las condiciones de DOPET 2 aumentaron los triglicéridos
respecto a la basal. Para interpretar este dato es importante tener en
cuenta que a las dos horas de las bebidas los sujetos recibieron un
desayuno a base de pan y queso, y que el queso contiene triglicéridos.
De todo modos el resultado interesante fue que su aumento era mas
pronunciado en las dos bebidas con alcohol respecto a las que no lo
tenian. El aumento de TG ademas fue dosis-dependiente.

En un metandlisis de estudios de intervencién que comparaban el
consumo de bebidas alcohdlicas vs. no consumo sobre distintos
biomarcadores se observd que el alcohol no producia cambios en el
colesterol total, el colesterol LDL o los triglicéridos, pero si aumentaba las
HDL de forma dosis dependiente (Brien 2011). Parece ser que mientras
gue un consumo diario de alcohol moderado (1-3 vasos) no tiene apenas
efectos sobre los triglicéridos, dosis mas altas producen
hipertrigliceridemia no sélo postprandial sino también en ayunas (Van de
Wiel 2012).

De hecho algunos estudios a dosis Unicas en voluntarios sanos ya
habian demostrado un aumento de los triglicéridos en ayunas. Estos
cambios podrian explicarse por un aumento de la formacién de VLDL en
el higado con el alcohol (Pownall 1999, Mudrakova 2011).

Respecto a la glucosa se observé una reduccidn dosis-dependiente de la
misma en DOPET 2. La glucosa se determiné en dos ocasiones antes
del desayuno. Estos resultados también eran esperables ya que se ha
descrito previamente que el alcohol disminuye la glucosa en ayunas y
ademas inhibe la gluconeogénesis, reduce la glicemia postprandial y el
riesgo de diabetes tipo Il (Koppes 2005, Brand Miller 2007).
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Como se acaba de comentar, el consumo de alcohol se ha relacionado
desde hace mucho tiempo con un aumento de las HDL (Gaziano 1993).
Este mecanismo es el que mejor explica sus efectos cardioprotectores
hasta la fecha.

Con el consumo de vino también se ha descrito un aumento de las HDL,
ya sea un aumento postprandial cuando se administra con las comidas
(Chung 2003) como un aumento en ayunas cuando se administra fuera
de ellas (Covas 2003).

Cada vez hay mas evidencia a favor de que los compuestos fendlicos,
ademas del alcohol, tengan un papel en este aumento de las HDL. Sin

embargo el mecanismo por el que lo harian no esta claro (Covas 2003).

En el estudio EUROLIVE se observé un aumento de las HDL, que a su
vez se relaciond con el contenido fendlico de los aceites (Covas 2006a).
En otros estudios se observd un aumento de las HDL al tomar extractos

de plantas ricos en polifenoles o zumos (Kurowska 2000, Ebrahim 1998).

En DOPET 2 el aumento de las HDL a las dos horas se produjo en los
dos vinos (aunque sin alcanzar la significacion estadistica). No fueron las
dos bebidas alcohdlicas las que produjeron concentraciones mas altas de
HDL, sino las dos con mayor excrecion de hidroxitirosol. Es posible pues
gue el aumento de las HDL en el caso del vino esté mas relacionado con

un efecto del hidroxitirosol que con un efecto del alcohol.

Se conoce que los compuestos fendlicos del vino tienen efectos
antioxidantes y protegen de la oxidacion de las LDL in vitro (Kerry 1997).
Sus efectos in vivo no estan tan claros. Como se ha descrito para el
aceite los fenoles podrian unirse a las LDL y evitar asi su oxidacion.
Actuarian como captadores de radicales peroxilo en la intima de los
vasos (donde se produce la oxidacion de las LDL), en microdominios

fuera del alcanze de los antioxidantes del plasma (Aviram 2002).
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Sin embargo, en el caso del vino los efectos antioxidantes de los fenoles
podrian verse contrarestados por la influencia prooxidante del etanol
(Van Golde 1999). De hecho, en un estudio transversal, se
correlacionaron positivamente las concentraciones circulantes de LDLox

con el consumo de bebidas alcohdlicas (Schroder 2006).

En DOPET 2 la administracion de 15 g de alcohol en forma de vino o
vodka no aumentd el estrés oxidativo. No obstante, los biomarcadores de
oxidacion (LDLox y TBARS) fueron similares entre los distintos
tratamientos. S6lo TBARS con el vino fue inferior al resto de tratamientos
a las 22 h. Estos resultados son congruentes con estudios anteriores en
los que dosis Unicas de vino tampoco produjeron cambios en la oxidacién
de las LDL ni en TBARS, o bien produjeron cambios minimos (Covas
2010).

Con el aceite se ha observado que la oxidacion de las LDL se reduce a
medida que aumenta el contenido fendlico del mismo (Covas 2006a).
Este hecho no se ha reproducido en nuestro estudio, en relacién con la
capacidad de generar hidroxitirosol de cada bebida. Es posible que sean
necesarias dosis multiples de vino para detectar estos efectos (Covas
2010).

La arteriosclerosis, causa subyacente de enfermedad coronaria e ictus
isquémico, es un proceso cronico, que consiste en un proceso
inflamatorio de la pared endotelial. In vitro se ha observado que los
fenoles del aceite y del vino, entre ellos el hidroxitirodol, inhiben la

expresion de moléculas de adhesion endotelial (Carluccio 2003).

Por estos motivos en nuestro estudio también se analizaron los efectos
de las distintas bebidas en reactantes de fase aguda como la PCR,
citocinas como la IL-6 y moléculas de adhesion endotelial como VCAM e

ICAM (Martin-Ventura 2009). No se observaron cambios en estos
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parametros probablemente porque se administraron dosis Unicas en
voluntarios sanos. En otro estudio tampoco se encontraron diferencias en
PCR e IL-6 al administrar 30 g en dosis Unicas de distintas bebidas
alcohdlicas (vino, cerveza, destilados) (Tousoulis 2008).

Contrariamente dosis de 30 g de alcohol mantenidas (4 semanas) si
demostraron tener efectos en estas variables y también en las moléculas
de adhesioén endotelial. Ademas los efectos fueron mas pronunciados en
las bebidas que contenian fenoles vs. las que no tenian (vino o cava
frente a ginebra) (Estruch 2004, Vazquez-Agell 2007).
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9.6. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Ambos estudios tenian una serie de fortalezas y limitaciones que se

enumeran a continuacion.

La primera fortaleza de ambos estudios fue el disefio cruzado, que
permitié que los mismos sujetos tomaran los distintos tratamientos. De
este modo se minimiz6 la posible interferencia por parte de variables

confusoras.

En el primer estudio fue posible estudiar la relacion entre la dosis de
alcohol y la excrecion de hidroxitirosol con el modelo lineal mixto. Sin
embargo, los reducidos tamafios muestrales y la gran varibilidad
encontrada en la excrecién de hidroxitirosol hicieron que los intervalos de

confianza de las estimaciones fueran muy amplios.

En el segundo estudio como se tuvieron en cuenta los datos del primero
en el célculo del tamafio muestral se reclutaron hasta 28 voluntarios para
el estudio definitivo (6 eran los del piloto 2). De este modo fue posible
encontrar diferencias en la excrecion de hidroxitirosol entre los 4

tratamientos a pesar de la gran variabilidad interindividual.

Otra fortaleza del segundo estudio fue que se utilizaran vinos con y sin
alcohol con contenido muy similar de hidroxitirosol. Para ello fue
necesaria la colaboracion con el INRA, experto en procedimientos para

extraer el alcohol del vino sin alterar nada mas de la bebida.

Los efectos subjetivos del alcohol pudieron evaluarse de forma éptima ya
gue ambos estudios fueron a doble ciego, aunque en el segundo el sabor
de las condiciones vino era imposible de enmascarar. Alun asi los
resultados demuestran que hubo puntuaciones de borrachera tanto en

presencia como en algunos casos en ausencia de alcohol en la bebida o
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vino. Claramente algunos de los sujetos no sabian lo que estaban

tomando en algunas sesiones.

Ambos fueron estudios comparados con placebo de modo que se pudo

evaluar el efecto neto de las intervenciones.

En cuanto a las limitaciones, la primera es que en ambos estudios no se
pudo descartar la interaccion entre las bebidas y algin componente de la
dieta de los sujetos en los cambios observados. De todos modos, los
alimentos que a priori podian influenciar mas en los resultados fueron
prohibidos o su consumo fue restringido. En el primer estudio no se
restringieron todas las fuentes de hidroxitirosol sino aquellas mas

abundantes.

Aunque se puso un gran esfuerzo en evaluar todas las posibles rutas
metabdlicas de los compuestos estudiados, es posible que la aparicién
de nuevos estandares analiticos de referencia pudiera afiadir mas
informacién. Por ejemplo, podrian analizarse otros componentes del

tirosol total, ademas del Tyr-4-O-glucurénido.

Otra limitacion es que los distintos fenoles se analizaron en orina 'y no en
plasma, impidiendo un estudio completo de la farmacocinética del
hidroxitirosol generado por el consumo de alcohol. Su determinacion en
plasma habria permitido cuantificar la cantidad libre, que es la que se
supone biolégicamente activa, y correlacionarla con los efectos en los
distintos biomarcadores a cada tiempo. Sin embargo, dadas las
dificultades encontradas en el analisis de los fenoles en orina se descart6

finalmente la posibilidad de determinarlos también en plasma.

Ambos estudios utilizaron dosis Unicas de alcohol en voluntarios sanos.
Se desconoce qué resultados se habrian obtenido a dosis multiples y en
sujetos con un riesgo aumentado de padecer eventos cardiovasculares,

por lo que los resultados no son extrapolables a esas situaciones.
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Anteriormente se han comentado las razones para no incluir finalmente a
las mujeres en los estudios. Los resultados obtenidos no son aplicables a

las mujeres hasta que se hagan los estudios pertinentes.

Ademas los voluntarios incluidos fueron muy jévenes, por lo que parece
necesario replicar los datos en sujetos de mediana edad, que son los que

mas podrian beneficiarse de los tratamientos.

En el segundo estudio se estudio solo una variedad de vino aunque con
distintas graduaciones alcohdlicas (13° y 8°). Se escogio el vino Merlot
por su alto contenido en fenoles. Sin embargo es probable que si se
hubiera utilizado un vino con menor contenido fendlico, como el vino
blanco, la excrecion de hidroxitirosol hubiera seguido el mismo orden

entre tratamientos.

A pesar de que el peso es un factor que afecta a las concentraciones de
alcohol, ya que éste se distribuye por el agua corporal, las dosis de
alcohol administradas en los estudios no se ajustaron al peso de los
individuos. Sin embargo, los resultados de DOPET 1 no cambiaron

sustancialmente al replicar los andlisis con la dosis ajustada

El principal motivo para no ajustar las dosis al peso fue que cuando los
resultados del estudio se trasladaran a la practica clinica lo mas probable
es que las recomendaciones se hicieran en unidades o vasos de alcohol,

y no en g/kg de peso.
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9.7. FUTUROS ESTUDIOS

Hasta el momento los cambios producidos por el vino en los distintos
biomarcadores no se pueden atribuir directamente al hidroxitirisol ya que
éste no se ha administrado de forma aislada.

La principal dificultad para futuros estudios es que si el hidroxitirosol se

administra fuera de su matriz natural es muy poco biodisponible.

De hecho en un estudio cuando se administré hidroxitirosol puro en una
solucion acuosa la biodisponibilidad fue del 6,2% (Gonzalez-Santiago
2010). En otro estudio se observd que la biodisponibilidad al darlo con
aceite era mucho mas alta que con yogur (Visioli 2003).

En cualquier caso se puede continuar investigando con dosis multiples
de vino, la bebida que hasta ahora ha demostrado generar una mayor
cantidad de este fenol, y correlacionar los efectos sobre distintos
biomarcadores de riesgo cardiovascular con las concentraciones de

hidroxitirosol.

Otra opcién seria dar un paso mas alla y administrar tirosol, con o sin
alcohol, con la finalidad de estudiar tanto las concentraciones de

hidroxitirosol obtenidas como sus posibles efectos en humanos.

Otro aspecto que queda abierto para investigar es el mecanismo
(enzima) por el cual el tirosol podria convertirse en hidroxitirosol, tanto en

humanos como en animales.
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10. CONCLUSIONES

Los objetivos del proyecto fueron el establecer el papel del etanol en la
generacién de hidroxitirosol y la influencia de la dosis en esa generacion,
asi como conocer la contribucion de los distintos componentes del vino
en las concentraciones de hidroxitirosol en el organismo y sus efectos

bioldgicos.

Las principales conclusiones que se pueden extraer de los resultados de
los dos estudios clinicos, apoyados con los resultados del estudio en

animales, son las siguientes:

1. La ingesta de alcohol genera hidroxitirosol (DOPET) de forma
enddégena, probablemente debido a un cambio en el metabolismo
oxidativo de la dopamina (disminucion de la raz6n DOPAC/OHTyr en
presencia de alcohol). Este hidroxitirosol se excreta principalmente en

forma de sulfato.

2. Un hallazgo relevante e inesperado es que ademas de hidroxitirosol, la

administracion de alcohol genera concentraciones relevantes de tirosol.

3. La generacion de hidroxitirosol y de tirosol tras el consumo de alcohol
es dosis—dependiente. En el caso del hidroxitirosol aumenta la
concentracion total, la de su metabolito sulfatado y la del homovanil
alcohol (HVAL).

4. La relaciébn entre la dosis de alcohol administrada y sus
concentraciones en sangre deja ser ser lineal a dosis elevadas. Esta no
linealidad se confirma en las concentraciones de sus metabolitos no

oxidativos (datos incluidos en anexo 1).

5. El consumo de vino promueve la generacion enddgena de

hidroxitirosol.
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6. Los distintos componentes del vino contribuyen de distinta forma en
las concentraciones de hidroxitirosol. Su excreciéon es mayor con el vino
en comparacion con el vino desalcoholizado y la del vino desalcoholizado
es superior a la del alcohol.

7. La generacion enddégena se demuestra por el hecho de que se
recuperan cantidades mayores de hidroxitirosol en la orina que las
administradas tanto con vino o vino desalcoholizado. Esta generacién es
superior al aumentar la dosis de alcohol (30 g vs.15 g de alcohol) y el
volumen de vino (235 mlvs. 147 ml de vino de 13°).

8. La excrecion de tirosol tras la administracion de vino es muy superior a
la obtenida con el vino desalcoholizado, siendo probable un aumento de
la biodisponibilidad del tirosol por la presencia de alcohol.

9. Los mecanismos que explican la contribucion de los diferentes
componentes del vino (fenoles y alcohol) en la generacion de

hidroxitirosol son probablemente la suma de varios de los siguientes:

9.1. Un cambio en el metabolismo oxidativo de la dopamina endégena de
DOPAC a DOPET (hidroxitirosol) por la presencia de alcohol.

9.2. Un cambio en el metabolismo oxidativo de la tiramina del vino de 4-

HPAA a tirosol por la presencia de alcohol.

9.3. Un aumento de la biodisponiblidad del tirosol del vino que se afiade

al que se genera en presencia de alcohol.
9.4. La sintesis de tirosol a través de la tirosina o tiramina del vino.

9.5. La biotransformacién del tirosol en hidroxitirosol.
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10. Las bebidas alcohdlicas producen un aumento de los triglicéridos,
una disminucion de la glucosa y un aumento de la frecuencia cardiaca en

comparacién con las que no contienen alcohol.

11. La administracion de vino produce una menor oxidacion de las LDL y
una reduccion de los peroxidos lipidicos.

12. Los resultados de esta memoria apoyan la hipétesis de que los
efectos beneficiosos descritos tras el consumo de dosis bajas repetidas
de vino podrian explicarse en parte por la produccion endégena de

hidroxitirosol, un antioxidante de origen natural.
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11. ANEXOS

11.1 ANEXO 1. METABOLITOS NO OXIDATIVOS DEL ALCOHOL
En este apartado se muestran los resultados de la determinacion de los
metabolitos no oxidativos del alcohol realizadas en DOPET 1.

Como se ha comentado previamente en la introduccidén un pequefio
porcentaje del alcohol administrado se transforma en estos metabolitos
(<2%). En la siguiente figura se puede observar como se forman estos

metabolitos no oxidativos.

Figura 99. Formacion de EtG y FAEE a partir del etanol.

Acido glucurénico I EtG

UDP-glucuronosil-
transferasa
Etanol \
|
< FAEE sintasa >

Acidos grasos

| FAEE

Son mdltiples los ensayos clinicos que han determinado estos
metabolitos tras el consumo de alcohol, sin embargo hay muy pocos de
ellos en los que se hayan administrado las distintas dosis a los mismos

voluntarios.

El analisis en orina del etilglucurénido estaba previsto en el disefio del
estudio mientras que para los FAEE se aprovecharon las muestras de
plasma que se habian recogido con la finalidad de determinar el

hidroxitirosol.
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Las concentraciones urinarias de etilglucurénido de 0 a 24 h se
determinaron mediante enzimoinmoensayo (Bottcher 2007) mientras que
las concentraciones plasmaticas de FAEE de 0 a 6 h se determinaron
mediante cromatografia de gases (Kulig 2006).

Para el EtG se calcul6 la excrecion urinaria de 0 a 24 h mediante la suma
de las cantidades excretadas en cada uno de los intervalos en que se
recogié orina (0-2 h, 2-4 h, 4-6 h, 6-12 h, 12-24 h). Las concentraciones
de FAEE se determinaron basalmente y a los 15, 30, 45 minutos, 1, 1,5,
2, 3, 4 y 6 h postadminisitracion del alcohol. Se calcularon los parametros
cinéticos AUC, Crax Y tmax de 0 a 6 h.

El andlisis estadistico de los datos se hizo como para el resto de
variables del DOPET 1. Se utiliz6 un modelo lineal mixto teniendo en
cuenta la dosis de alcohol como factor para poder estudiar la relacion
entre ésta y cada una de las variables. Como no se cumplian las
condiciones de aplicaciéon ya que a dosis altas de alcohol la relacion
entre ambas variables dejaba de ser lineal se procedié a logaritmizar los

datos.

A continuacién se muestran los resultados para cada una de estas

variables.
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11.1.1 Excrecion urinaria de etilglucurénido.

Tabla 79. Analisis descriptivo del etilglucurénido en orina de 0 a 24 h.

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max
69 6 0 4,18 1,20 3,96 3,11 6,45
12 g 6 0 15,50 5,38 16,14 7,46 21,59
18¢g 12 0 34,66 7,68 36,27 2554 47,32
24 g 6 0 54,99 11,10 52,36 45,75 75,91
30¢g 12 0 75,69 22,75 73,73 38,39 110,01
42 g 16 0 159,47 38,53 166,59 111,70 211,12

Figura 100. Etilglucurénido en orina de 0 a 24 h en funcién de la dosis de

alcohol

Etliglucuronido rec 0-24h por dosis de alcohol

pmoles

Deosis de akcohel (g)
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Figura 101. Ajustes lineal y exponencial de los datos con la dosis/kg.
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Para poder aplicar el modelo de regresion lineal se decidioé usar las dos
variables logaritmizadas (EtG y dosis/kg), ya que de este modo los datos
ajustaban mejor a una recta.

Tabla 80. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros ( en escala

logaritmica ambas variables)

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) 6,126 0,125 23 48,901 <0,001
Log dosis [g/kg] 1,817 0,082 23 22,155 <0,001

Para cada g/kg de alcohol aument6 el logaritmo de la excrecion de EtG
en 1,817.
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Tabla 81. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis ajustada (en escala original)

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 6,98 4,72 10,31
0,2 g/kg 24,57 18,70 32,29
0,3 g/kg 51,33 41,85 62,96
0,4 g/kg 86,56 74,10 101,12
0,5 g/kg 129,84 115,43 146,04
0,6 g/kg 180,82 165,81 197,19
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11.1.2 Concentraciones de ésteres etilicos de acidos grasos en
plasma.

Se presentan los datos completos para el éster etilico de acidos grasos
(FAEE) mas abundante de los distintos analizados, el ester etilico de
acido palmitico. Para el resto (oleico, linoleico, estearico) se muestran
solamente los graficos del curso temporal de las concentraciones

plasméticas.

11.1.2.1 Concentraciones maximas (Cnax)
Tabla 82. Analisis descriptivo de la C. del ester etilico de &acido

palmitico en sangre de 0 a6 h

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max
69 6 0 25,1 10,4 28,1 7,9 35,7
12 g 6 0 46,8 11,4 43,4 38,8 69,9
18 ¢ 12 0 78,6 12,1 78,5 57,7 101,8
24 g 6 0 114,8 47,7 95,6 82,2 206,3
30¢g 12 0 130,6 48,7 149,6 61,0 184,9
42 g 16 0 192,1 43,2 197,9 126,7 246,8

Figura 102. Cpax del ester etilico de acido palmitico en funcién de la

dosis de alcohol.
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Tabla 83. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros.

Valor EE g.l t-valor p-valor
(Interseccion) -2,833 11,427 23  -0,248 0,806
Dosis alcohol [g] 4,555 0,445 23 10,229 <0,001

Por cada g de alcohol aumento6 la Cpax €n 4,555 ng/ml.

Tabla 84. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC
del 95% por dosis de alcohol

Estimacion 2,5% 97,5%
0g -2,83 -26,47 20,81
69 24,50 5,52 43,48
12 g 51,83 36,90 66,75
18 ¢ 79,16 67,06 91,26
24 g 106,49 95,04 117,94
30¢9 133,82 120,52 147,12
42 g 188,48 167,22 209,74

11.1.2.2 Area bajo la curva (AUC)
Tabla 85. Analisis descriptivo del AUC del ester etilico de acido palmitico

ensangredeOa6h

Dosis N Perdidos Media DE Mediana Min Max

69 6 0 22,5 7,25 22,2 13,5 35,2
12 ¢ 6 0 75,2 13,43 72,9 64,8 101,2
18 ¢ 12 0 1231 30,52 118,3 75,1 177,6
24 ¢ 6 0 250,3 93,94 218,7 183,7 4358
309 12 0 3194 71,58 321,8 177,5 4159
42 9 16 0 595,0 136,0 630,6 4204 737,0
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Figura 103. AUC del ester etilico de acido palmitico

en funcion de la
dosis de alcohol

AUC ester etilico acido palmitico por dosis de alcohol
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Figura 104. Ajustes lineal y exponencial de los datos con la dosis/kg.
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Para poder aplicar el modelo de regresion lineal se decidid utilizar los

datos con las dos variables logaritmizadas (EtG y dosis/kg), ya que de
este modo ajustaban mejor a una recta.
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Tabla 86. Modelo lineal mixto. Estimacion de los parametros (escala

logaritmica en ambas variables).

Valor EE gl t-valor p-valor
(Interseccion) 7,431 0,125 23 59,217 <0,001
Log dosis [g/kg] 1,721 0,081 23 21,331 <0,001

Por cada g/kg de alcohol aumento el logaritmo en 1,721.

Tabla 87. Estimacion basada en el modelo de los valores promedio e IC

del 95% por dosis ajustada (escala original)

Estimacion 2,5% 97,5%
0,1 g/kg 32,06 21,83 47,09
0,2 g/kg 105,71 80,81 138,29
0,3 g/kg 212,42 173,75 259,71
0,4 g/kg 348,54 299,11 406,14
0,5 g/kg 511,74 455,83 574,52
0,6 g/kg 700,39 643,14 762,73
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11.1.2.3 Curso temporal
En las siguientes figuras se muestra el curso temporal de los distintos

FAEE.
Figura 105. Curso temporal ester etilico &cido palmitico.

Concentraciones ester atilico de dcido palmitico, n=24
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Figura 106. Curso temporal ester etilico acido oleico.
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Figura 107. Curso temporal ester etilico acido esteérico.
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Figura 108. Cursos temporal ester etilico &cido linoleico.
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11.1.3 Correlacion entre alcohol y metabolitos no oxidativos

Se observd una correlacion positiva alta y estadisticamente significativa,

entre el AUC de las concentraciones de alcohol de 0 a 6 h y las tres

varibles siguientes: el AUC y C,ax de los distintos FAEE y la cantidad de

etilglucurénido excretada en orina.

A continuacion se muestran los graficos de dichas correlaciones y los

valores de r y significacion para cada una de ellas.

Figura 109. Correlacion entre AUC alcoholemia y EtG en orina (r=0,805

p<0,001)
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Figura 110. Correlacion entre AUC alcoholemia y AUC de los distintos
FAEE (palmitico: r=0,870 p=<0,001, estearico: r=0,887 p<0,001, oleico:
r=0,804 p<0,001 y linoleico r=0,652 p<0,001).
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Figura 111. Correlacion entre Cmax alcoholemia y Cmax de los distintos
FAEE (palmitico: r=0,774 p=<0,001, estearico: r=0,823 p<0,001, oleico:
r=0,679 p<0,001 y linoleico r=0,617 p<0,001).
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11.1.4 Resumen metabolitos no oxidativos del alcohol

-En general, tanto para la excrecion de etilglucurénido 0-24 h como para
el AUC de las concentraciones de los FAEE en plasma de 0-6 h, se
observé que la relacién con la dosis de alcohol dejaba de ser lineal a
partir de 42 g. Este hecho ya se habia constatado previamente con el
AUC de la alcoholemia.

-La Cnhax de los distintos FAEE siguidé una relacion lineal con la dosis de

alcohol, de forma similar a lo ya observado con la C,a« de la alcoholemia.

-Con las dosis de 24 y 30 g se obtuvieron concentraciones bastante
parecidas para algunos de los FAEE, de forma similar a lo que habia
sucedido con las alcoholemias. De nuevo se debe tener en cuenta que
los sujetos que tomaron las dos dosis eran distintos y por tanto se trata

de comparaciones indirectas.

-Las concentraciones de los FAEE desaparecieron a las 6 h con todas
las dosis de alcohol administradas. En el caso del acido linoleico se
observé un repunte de las concentraciones a las 4 h cuando a las 3h

practicamente eran indetectables.

Existe un aumento dosis-dependiente de las concentraciones de los
metabolitos no oxidativos de alcohol. La acumulacibn de las
concentraciones de alcohol a partir de determinada dosis (42 g) explica el

aumento de los metabolitos no oxidativos de forma exponencial.

El acido linoleico es el Unico entre los diferentes analizados que es un
acido graso esencial. El organismo no lo puede sintetizar y por tanto
tiene adquirirse de la dieta. Se encuentra especialmente en el aceite de
girasol. Este hecho podria explicar sus concentraciones ascendentes
para algunas dosis después del desayuno (bocadillo de queso con aceite

de girasol).
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11.2 ANEXO 2: ESTUDIO PRECURSORES EN RATAS
11.2.1 Métodos

En este apartado de describe la metodologia y el analisis estadistico del

estudio en animales.

Se trataba de un estudio de disefio paralelo en el que las ratas recibieron
una inyeccion intraperitoneal de tirosina (10 o 20 mg/kg), tirosol (10 o 20
mg/kg), tiramina (10 o 20 mg/kg) o vehiculo (suero), precedida de una
primera inyeccion de etanol (1g/kg) o vehiculo. Entre una y otra

administracion pasaron 30 minutos.
En el estudio participaron 96 ratas (6-7 por grupo experimental).

Se recogi6 orina por un periodo de 4 h tras la administracion. Las ratas
permanecieron en unas cajas durante el experimento, a las que fueron

habituadas el dia previo por un periodo de 2 h.

El objetivo del estudio fue determinar la excrecion de tirosol e

hidroxitirosol tras la administracién de los distintos precursores.

Las variables principales fueron las excreciones urinarias de hidroxitirosol
y tirosol de 0 a 4 h. Las concentraciones de los fenoles en orina se

determinaron mediante cromatografia liquida.

261



Anexos

Tabla 88. En la siguiente tabla se muestra el disefio experimental del

estudio.
Grupo Administracién
12 28

1 Etanol 1 g/kg Vehiculo

2 Etanol 1 g/kg Tirosina 10 mg/kg
3 Etanol 1 g/kg Tirosina 20 mg/kg
4 Etanol 1 g/kg Tyr 10 mg/kg

5 Etanol 1 g/kg Tyr 20 mg/kg

6 Etanol 1 g/kg Tiramina 10 mg/kg
7 Etanol 1 g/kg Tiramina 20 mg/kg
8 Vehiculo Vehiculo

9 Vehiculo Tirosina 10 mg/kg
10 Vehiculo Tirosina 20 mg/kg
11 Vehiculo Tyr 10 mg/kg
12 Vehiculo Tyr 20 mg/kg
13 Vehiculo Tiramina 10 mg/kg
14 Vehiculo Tiramina 20 mg/kg

Los datos de la excrecidon urinaria de los distintos fenoles y sus

metabolitos en orina fueron analizados mediante modelos de ANOVA con

262



Anexos

los factores alcohol, tirosol, tirosina y tiramina asi como con las
interacciones entre alcohol y cada uno de los tres compuestos. Todos los
contrastes lineales de interés fueron analizados en el marco de estos
modelos. Para ello se utilizé el programa R (R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria), version 3.0.2. En particular, para las
comparaciones multiples se utiliz6 el paquete de R contribuido multicomp
(Hothorn 2008). En todos los casos se considerd estadisticamente

significativa un valor p inferior a 0,05.
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12.2 PUBLICACIONES

Estd previsto realizar varias publicaciones sobre los estudios

presentados en esta memoaoria.

Para el estudio DOPET 1 se redactara un articulo describiendo que tras
la administracion de alcohol se genera hidroxitirosol de forma dosis-
dependiente y otro articulo sobre la relacién no lineal entre las dosis altas

de alcohol y sus metabolitos no oxidativos.

Para el estudio DOPET 2 y el estudio en ratas se dispone de un articulo
conjunto que, en el momento de depositar esta memoria, esta siendo

evaluado por una revista.

Ademas, hasta la fecha se han presentado diversas comunicaciones a
congresos nacionales e internacionales en las que se han descrito

resultados preliminares de los estudios.

Estas comunicaciones se citan a continuacion:

e Pérez-Mafa C, Papaseit E, Menoyo E, Pujadas M, de la Torre R,
Farré M. Contribution of Wine Components on Hydroxytyrosol
Body Concentrations. XXVI Congreso Sociedad Espafiola de

Farmacologia Clinica, Cadiz, Espafia, 17-18 Octubre, 2013.

o Pérez-Mané C, Pastor A, Pujadas M, Papaseit E, Frias S, de la
Torre, Farré M. Non-linear dose-dependent formation of ethanol
exposure biomarkers. 2nd European Conference on FASD. Fetal
alcohol spectrum disorders: clinical and biochemical diagnosis
screening and follow-up. Barcelona, Espafia, 21-24 Octubre,
2012. J Popul Ther Clin Pharmacol 2012;19:e446-e447.
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