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ADH: alcohol deshidrogenasa

ADN: &acido desoxirribonucléico

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad

CPA: célula presentadora de antigeno

DE: desviacion estandar

DN: dobles negativos (linfocitos)

DP: dobles positivos (linfocitos)

IA: indice de activacion

IC: intervalo de confianza

ICAM: moléculas de adhesion celular de las inmunoglobulinas (Immunoglobulin Cell-
Adhesion Molecules)

Ig : inmunoglobulinas

IL: interleuquina

IFN-y: Interferon gamma

LB: linfocito B

LPS: lipopolisacarido

LT: linfocitos T

LTwc: linfocitos T de memoria central

LTwe: linfocitos T de memoria efectora

MEQS: sistema oxidativo microsonal (MIcrosomal Ethanol-Oxidizing System) (MEOS)
NAD: Nicotinamida adenina dinucleétido

NK: Natural Killer

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OR: odds ratio

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos (Pathogen-Associated

Molecular Patterns)




PCR: proteina C reactiva

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones (Pattern Recognition Receptors)
RCT: receptor de células T

RIQ: rango interquartil

RLO: radicales libres de oxigeno

RVD: receptor de vitamina D

TGF-g: factor de crecimiento transformante beta (Transforming Growth Factor Beta)
Tc: T citotdxicos (linfocitos)

Th: T helper (linfocitos)

Tr: T reguladores (linfocitos)

TLR: receptores tipo Toll (Toll-Like Receptors)

TNF: factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)

TUA: trastorno por uso de alcohol

VEB: virus Epstein Barr

VHC: virus de la hepatitis C

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
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RESUMEN

\—"™—/,

El Trastorno por Uso de Alcohol (TUA) es una enfermedad que puede cursar con
multiples complicaciones. El sistema inmunoldgico se ve comprometido por el abuso
de alcohol, hecho que predispone al desarrollo de multiples enfermedades, entre las
que destacan las infecciosas. En la inmunidad adquirida, el consumo crénico de
alcohol se ha visto relacionado con alteraciones en el niumero, funcién y fenotipo de
los linfocitos B y T. El objetivo principal de esta Tesis doctoral es caracterizar las
alteraciones del linfocito T, célula clave de la inmunidad adquirida, en pacientes con
TUA. Los resultados obtenidos se pueden ver reflejados en dos articulos cientificos
publicados en la revista Drug and Alcohol Dependence.

En el primer articulo, se analizan las alteraciones de las principales subpoblaciones
linfocitarias T en una serie de pacientes admitidos a tratamiento del TUA entre 2002
y 2012. En concreto, se analizan linfocitos T CD4*, CD8*, Dobles Positivos
(CD4*/CD8*) y Dobles Negativos (CD4/CD8"). Los resultados ponen de manifiesto
que las alteraciones linfocitarias cuantitativas son frecuentes en este tipo de
pacientes, aparentemente asintomaticos, que vienen a tratarse del TUA. De hecho,
una cuarta parte presentan niveles elevados de linfocitos CD8*, un 50% muestran
bajo numero de células Doble Negativas y un 13% presentan linfopenia de linfocitos
CD4*, con lo que ello implica en el riesgo de sufrir infecciones oportunistas. El
manuscrito plantea la relevancia del analisis de subpoblaciones linfocitarias en
pacientes con TUA para identificar aquéllos con mayor riesgo de infecciones.

El segundo articulo se centra en analizar indicadores de activacion del LT,
comparando su expresion en dichos pacientes y en controles sanos. Mediante
citometria de flujo se utiliza una combinacion de marcadores linfocitarios de
superficie (CD38 y HLA-DR). Los resultados ponen de manifiesto que pacientes con
TUA tienen un exceso de activacion de linfocitos CD8* y que el exceso de activacion

esta inversamente relacionado con el nUmero absoluto de linfocitos CD4".
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SUMMARY

——

Alcohol Use Disorder (AUD) is a disease with multiple associated complications. The
immune system can be compromised by alcohol abuse and alterations of the innate
and adaptive immunity may predispose to the development of infections. Related to the
acquired immunity, chronic alcohol consumption has been associated with alterations
in the number, function and phenotype of B and T lymphocytes.

The aim of this Thesis is to better characterize the alterations of T lymphocyte subsets
in patients with AUD. The results obtained in this research have been published as
original articles in the journal Drug and Alcohol Dependence.

In the first article, we aimed to analyze the prevalence and factors associated with
quantitative alterations of T lymphocytes subpopulations in 238 patients admitted to
treatment of AUD between 2002 and 2012. Specifically, CD4*, CD8*, Double Positive
(CD4*/CD8*) and Double Negative (CD4/CD8) lymphocytes are analyzed in this
case series. The results show that quantitative T-cell alterations are frequent and, in
fact, 25% of patients have increased numbers of CD8*, 50% have low Double
Negative cells and 13% have decreased number of CD4" cells. Therefore, the article
discuss the importance of including the analysis of the T-cell subpopulations in
individuals with chronic AUD to better identify those at high risk of infections.

The second article focuses on markers of LT activation when comparing their
expression in AUD patients and healthy controls. We used a combination of cell
surface markers (CD38 and HLA-DR). Results show that patients with AUD have an
excess of CD8" T-cell activation compared to healthy controls and that the excess of

activation is inversely correlated with the absolute number of CD4"* lymphocytes.
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1. Trastorno por uso de alcohol
Segun el Manual Diagnéstico y Estadistico de los Trastornos Mentales en su ultima
version publicada en 2013 (DSM-5), el Trastorno por Uso de Alcohol (TUA) se define
como una enfermedad primaria, cronica y neurobiolégica con factores genéticos,
psicosociales y ambientales que influyen en sus manifestaciones; el TUA se
caracteriza por conductas como la pérdida de control sobre el consumo y un uso
compulsivo o continuado a pesar de los efectos nocivos sobre la salud y la esfera
social del paciente (1). Actualmente, es la enfermedad mental mas comun y menos
tratada en paises desarrollados (2).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que 76 millones de
personas en el mundo tienen abuso o dependencia del alcohol (3). El inicio temprano
en el consumo, ademas de un consumo de riesgo durante la adolescencia y el
antecedente familiar de dependencia al alcohol son los principales factores que
pueden influir en su desarrollo (4). En Estados Unidos, el 10% de la poblacién cumple
criterios de TUA y el 23% presentan un consumo de riesgo (5). A nivel europeo, los
resultados de un estudio epidemiologico de enfermedades mentales (ESEMeD-
European Study of the Epidemiology of Mental Disorders) muestra que un 9% de los
hombres y un 1.4% de las mujeres cumplen criterios de TUA (6). En Espafia, segun la
Encuesta Domiciliaria sobre Alcohol y Drogas 2009-2010, el 4.4% de la poblacion
general entre 15y 64 afios presenta un consumo de alcohol de riesgo (7).
Una revision sistematica reciente del TUA indica que el primer episodio de tratamiento
es tardio y se produce cuando el trastorno esta clinicamente establecido (2). De
hecho, la cohorte de pacientes con TUA de la Red de Trastornos Adictivos - RTA, que
pertenece a las Redes Tematicas de Investigacion Cooperativa en Salud - RETICS
muestra que los pacientes que solicitan tratamiento por primera vez presentan un

trastorno grave y en promedio, empiezan el tratamiento 30 afios después del inicio en
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el consumo de alcohol (8).

El evidente impacto del TUA en la morbilidad y mortalidad precoz dan idea de la
importancia en el diagnostico y tratamiento de la enfermedad. Identificar patrones de
consumo perjudiciales y evaluar la comorbilidad de forma temprana pueden evitar la
progresion de las enfermedades asociadas y reducir la mortalidad (2,5,9,10). De
hecho, en la practica clinica se dispone de un gran numero de oportunidades para
realizar intervenciones preventivas y promover el tratamiento (11-14). Diferentes
estudios han demostrado que el abordaje integral del alcoholismo va unido a una
reduccion del riesgo de mortalidad incluso en pacientes con consumos de larga

evolucion (15,16).

1.1 Complicaciones asociadas

El consumo excesivo de alcohol ha sido identificado como un factor de riesgo de
morbilidad y mortalidad segun los estudios de carga de enfermedad llevados a cabo
por la OMS (17). Actualmente, el abuso de alcohol es uno de los mayores problemas
de salud publica en los paises desarrollados contribuyendo con cerca de 79,000
muertes anuales en Estados Unidos y de 1,500,000 en todo el mundo (18,19).

La mortalidad atribuida al alcohol agrupada en tres grandes categorias como son el
cancer, la cirrosis hepatica y las muertes no naturales, constituye el 2.8% de todas las
causas de muerte en el mundo y el 3% de pérdida potencial de anos de vida. Estas
cifras se han incrementado desde los afios 90 al 2010, sugiriendo que el alcohol es un
factor de riesgo significativo en la mortalidad global (19).

Los estudios de causalidad relacionan el consumo de alcohol con mas de 200
enfermedades; esta causalidad puede ser parcial o completa dependiendo de la
presencia de otras condiciones de riesgo, como por ejemplo el tabaco, la hipertension
arterial, la dislipidemia o la hepatopatia. Ademas, existe una relacion directa entre la

cantidad de consumo de alcohol y el riesgo de morbilidad y mortalidad (17).
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El consumo de riesgo, descrito segun la OMS como el consumo regular de 20 a 40g
diarios en mujeres y de 40 a 60g/dia en hombres (20), esta estrechamente asociado
con mas de 25 enfermedades crénicas, incluyendo la hepatopatia alcohdlica, la
pancreatitis, el sindrome alcohdlico fetal y la enfermedad cardiovascular (21). En el
caso de la enfermedad cardiovascular, el abuso de alcohol incrementa el riesgo de
fibrilacion auricular, infarto de miocardio e insuficiencia cardiaca congestiva de forma
independiente a los factores clasicamente relacionados con estas patologias (22).
También existe una sdélida evidencia cientifica entre la exposicién al alcohol y el riesgo
de desarrollar diferentes tipos de cancer, entre los cuales estan el hepatico, mama,
tracto respiratorio y digestivo alto (boca, orofaringe, hipofaringe, eséfago), pancreas o
colon (23,24).

En un estudio longitudinal de nuestro grupo de trabajo realizado en mas de 600
pacientes que solicitaron tratamiento para el TUA, se observo que la mortalidad global
fue unas 20 veces mayor que la de la poblacion general de la misma edad, siendo las
principales causas de muerte la hepatica, el cancer y las enfermedades
cardiovasculares; también se observé que morian mas aquéllos que en el momento
del ingreso para tratamiento del trastorno presentaban elevada comorbilidad segun
una escala de calificacion de enfermedad acumulada adaptada al abuso de sustancias
(Cumulative lliness Rating Scale Substance Abuse — CIRS-SA) (25).

El consumo crénico de alcohol genera una serie de procesos metabdlicos que
favorecen la inestabilidad de lipidos y proteinas, y altera el metabolismo de vitaminas y
cofactores. La generacion de radicales libres, de aductos proteicos y el catabolismo
del acido retinoico (Vitamina A) son los principales mecanismos descritos en la
carcinogénesis, hepatotoxicidad y cardiotoxicidad del alcohol (26,27). Ademas, la
disminucién en la absorcién y alteracidon del metabolismo de factores necesarios para
multiples procesos intracelulares (vitaminas del complejo B, cisteina, metionina)

presentan una traduccion clinica evidente (28,29).
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La relacion entre los déficits carenciales y sus manifestaciones clinicas en el paciente
con alcoholismo crénico esta bien establecida; el déficit agudo de tiamina con el
sindrome de Wernicke-Korsakoff (30,31), el déficit de acido fdlico y vitamina B12 con
el desarrollo de anemia megaloblastica y deterioro cognitivo (32,33), la asociacion del
déficit de folato con la patogénesis y progresién de la hepatopatia alcohdlica (34,35), o
el papel de la hipofolatemia en el polimorfismo genético implicado en la enfermedad
cardiovascular, psiquiatrica y cancer son algunos ejemplos (36).

En paralelo al desarrollo de la presente Tesis doctoral por compendio de articulos
publicados, se ha profundizado en el estudio de alguno de estos aspectos. En
concreto, en una serie contemporanea de pacientes admitidos para tratamiento del
TUA se ha observado que uno de cada 4 presenta déficit sérico de acido félico y uno
de cada 10 presenta déficit en los depdsitos de la vitamina, y estas carencias se
asociaron a macrocitosis y hepatopatia (37).

Por otro lado, se analizaron las caracteristicas clinicas y el prondstico a medio plazo
de una serie de pacientes con diagnéstico de sindrome de Wernicke-Korsakoff por
abuso de alcohol. En la serie de casos, se observd que una cuarta parte de los
pacientes tenia hepatopatia; ademas, estos pacientes mostraban un elevado riesgo de
muerte prematura y un 44.5% de las muertes fueron debidas a infecciones (38). De
hecho, el alcohol favorece la susceptibilidad a infecciones virales y bacterianas, la
replicacion del virus de la hepatitis C (VHC) y la progresién de la enfermedad hepatica
en pacientes con infeccion por el VHC y por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (39-42).

En pacientes con abuso de alcohol también se ha observado mayor prevalencia de
neumonia comunitaria por Streptococcus pneumoniae, que cursa de forma mas grave
en comparacion a pacientes no consumidores de alcohol (43,44). Ademas, el consumo
de alcohol es mas frecuente en pacientes con tuberculosis pulmonar, y esta

relacionado con la transmisién de la enfermedad, resistencia al tratamiento
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farmacologico y mayor mortalidad (45).

En este sentido, las infecciones viricas y bacterianas en pacientes con TUA se han
visto relacionadas con estados cronicos inmunoinflamatorios y de hecho, las funciones
celulares alteradas estan presentes en la patogenia de una amplia variedad de

complicaciones organicas del alcoholismo.

2. Generalidades del sistema inmunologico
El sistema inmune, esencial para la defensa contra patégenos y para la regulacion de
las reacciones inmunes, requiere de una interaccion compleja y coordinada entre sus
dos principales componentes: la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa.
A continuacion detallaremos cada componente por separado, teniendo en cuenta los

estudios de revisidbn mas recientes y relevantes sobre el tema.

2.1 Inmunidad innata

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del huésped contra patégenos,
genera una respuesta inmediata e inespecifica frente a la exposicién a cualquier
molécula identificada como antigeno y resulta en una activacion celular y molecular
que contendran de forma inmediata la infeccion. Dentro de los componentes de la
inmunidad innata se encuentran las barreras anatdomicas, compuestas por el epitelio
que recubre las superficies internas y externas del organismo, los fagocitos
adyacentes a los epitelios y una serie de enzimas y péptidos antimicrobianos (46).

La respuesta innata consta de dos fases, la primera incluye una serie de moléculas
solubles presentes en la sangre, el intersticio celular y el epitelio: enzimas, péptidos
antimicrobianos y el sistema del complemento, que identificaran al patégeno para su
posterior fagocitosis por los macréfagos. En la segunda fase, se genera una activacion
de las células detriticas y de los macréfagos a través del reconocimiento de patrones

moleculares asociados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns)
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(PAMPs). Los receptores que reconocen los patrones moleculares, se denominan
receptores de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors) (PRRs);
estan presentes en los neutrdfilos, macrofagos, células dendriticas y células natural
killer (NK) y se clasifican en cuatro grandes grupos dependiendo de su localizacion
celular y de su funcion. Dentro del grupo de receptores de sefializacion ligados a
membrana se encuentran los receptores tipo Toll (Toll-like receptors) (TLR),
receptores ampliamente estudiados y que representan la evolucion del sistema de
defensa mas antiguo de los mamiferos, capaces de reconocer patrones moleculares
indispensables para la supervivencia de bacterias Gram-negativas, Gram-positivas,
virus y hongos (47).

La unién entre los PAMPs y los PRRs precipita una serie de sefales intracelulares que
resultaran en la activacion de factores de transcripcién necesarios para controlar la
expresion de genes. Estos factores, una vez activados, codifican una serie de
citoquinas, quimioquinas, moléculas de adhesion e inmunoreceptores, que favoreceran
la activacion, migracion y reclutamiento celular y de moléculas efectoras en el sitio de
la infeccion (48).

Ni el componente soluble (citoquinas, péptidos, complemento) ni el componente
celular de la inmunidad innata son capaces de generar una memoria inmunolégica que
confiera proteccion a largo plazo, a no ser que el microorganismo o las moléculas
téxicas hayan superado estas primeras fases de defensa y se dé paso a una

respuesta adquirida (46).

2.2 Inmunidad adquirida

La inmunidad adquirida o adaptativa, es una respuesta retardada, compleja vy
especifica que requiere de un contacto previo con el antigeno y de la generacion de
células de memoria. Presenta dos grandes componentes: el celular y el humoral.

Dentro del componente celular, los Linfocitos B (LB) y Linfocitos T (LT) CD4" y los LT
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CD8* (de ahora en adelante CD4* y CD8*, respectivamente) son los principales
protagonistas, aunque en los ultimos afios se han descrito otras poblaciones menores
con propiedades reguladoras y efectoras como son los LT dobles negativos (DN)
(CD4°/CD8) o los LT dobles positivos (DP) (CD4*/CD8%). Los CD4" tienen un papel
central en la inmunidad adquirida, dado que intervienen tanto en la activacion de los
CD8" y los macrofagos, como en la produccién de anticuerpos por parte de los LB. El
papel principal de los CD8" esta en la eliminacién de células infectadas por patégenos
intracelulares y células tumorales. En cuanto a la inmunidad humoral, esta mediada
principalmente por los LB que, a través de la producciéon de anticuerpos especificos,
eliminan  microorganismos extracelulares. La figura 1 describe los diferentes

mecanismos que integran la inmunidad innata y adaptativa para contener al patégeno.

$ Pathogens

External e B MR
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# Phys|cq| Barriers

Skin & Membranes e

# Phys|o|og|cu| Barriers

pH - ® >4 e o =N l
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AR Pathogen Destruction
e 0 5
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Immumty s TCell Activation & Cytotoxic Activity

Figura 1. Vision general del sistema inmune.
FUENTE: Spiering MJ. Alcohol Res 2015; 37:171-175 (49).
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En los ultimas décadas, trabajos centrados en caracterizar el fenotipo y las funciones
del LT, asi como las vias de diferenciacién y su papel en la respuesta inmune, han
llevado a describir su heterogeneidad, a generar nuevas clasificaciones, definir nuevas
subpoblaciones con funciones y propiedades especificas y a describir la plasticidad
que tienen estas células en adquirir distintas caracteristicas segun se requiera (50,51)
. Paralelamente, el creciente interés en las técnicas de inmunofenotipado ha generado
consensos y recomendaciones que pretenden estandarizar técnicas y valores de
referencia en la poblacion general para las distintas subpoblaciones linfocitarias (52).

A continuacion se describen las subpoblaciones de LT y los procesos de maduracioén,

activacion vy diferenciacion.

2.2.1 Subpoblaciones CD4*y CD8*

La heterogeneidad de los CD4" es amplia y, de hecho, se continuan describiendo
nuevas subpoblaciones que caracterizan tanto su fenotipo como su funcion.
Actualmente, entre las principales subpoblaciones descritas de CD4*, se reconocen
los LT Helper (Th)1, Th2 y Th17 que generan una respuesta especifica segun la clase
de patdégeno al que se han expuesto, los LT reguladores (Tr) esenciales para
mantener la auto-tolerancia y regular la respuesta inmune y los LT foliculares que dan
soporte al LB en la produccion de anticuerpos (53). La diferenciacion del CD4*
dependera de las propiedades de la célula naive, del tipo de antigeno, el tipo de
citoquinas que produce y de los factores de transcripcion que favorecen su linaje (54).

La Figura 2 describe la plasticidad del CD4* para crear distintas poblaciones, todas
ellas esenciales para generar una respuesta optima ante la gran variedad de

patdgenos.
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Figura 2. Heterogeneidad del CD4".
FUENTE: Cabrera-Pérez J, et al. J Leukoc Biol 2014; 96.(55)

En cuanto a las subpoblaciones de los CD8*, la respuesta Th1 favorecera la
diferenciacion del CD8* en LT citotoxicos (Tc). Estos LT son especialmente
importantes en la defensa contra patdgenos intracelulares (virus y bacterias
intracelulares) y son capaces de atacar directamente a las células infectadas. Una vez
los CD8* reconocen la célula diana, se estimula su apoptosis a través de una serie de
moléculas citotdxicas (perforinas, granzimas y granulosinas) las cuales, por medio
diferentes mecanismos como la fragmentacién del acido desoxirribonucléico (ADN), la
ruptura de la membrana mitocondrial y el dafo a componentes intracelulares,

promueven la muerte celular programada (46). El mecanismo de apoptosis 0 muerte
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celular programada, es un proceso silencioso que no contribuye a estimular
respuestas inmunolégicas (46).

Los Tc producen ademas altas concentraciones de citoquinas como el interferon
gamma (IFN-y) capaz de bloquear la replicacién viral, de eliminar virus de células
infectadas sin llegar a aniquilarlas y de aumentar la expresién de moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH-Tipo 1). También producen factor de
necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor) (TNF)-a y linfotoxina-a, que junto al IFN-y

son capaces de reclutar y activar macréfagos en el sitio de la infeccion.

2.2.2 Linfocitos DNy DP

Durante el desarrollo de los LT en el timo, las células progenitoras se diferencian hacia
células DN (CD4/CD8") o hacia DP (CD4*/CD8*) y por ultimo a LT maduros CD4* o
CD8", segun la intensidad de las sefiales del receptor de células T (RCT). De las
interacciones del RCT con los respectivos ligandos del CMH tipo | o tipo Il, dependera
la seleccion a células CD4* o CD8*, respectivamente (56).

Las células DN representan cerca del 1-5% del total de LT periféricos en humanos y
residen en organos y tejidos especificos (57); en el higado aumentan sus
concentraciones después de un trasplante, alcanzan a ser hasta un 40% en
condiciones autoinmunes y en el pulmén crecen sus concentraciones después de una
infeccidon (56). Se han analizado, ademas, sus valores segun la edad, el género y el
estilo de vida, observando que los niveles de DN son inversamente proporcionales a la
edad, mayores en pacientes con actividad fisica e indice de masa corporal bajo y
menores en consumidores de alcohol (58).

Se ha propuesto que las células DN que escapan de la seleccién negativa, migran del
timo hacia la sangre periférica teniendo la capacidad de formar complejos peptidicos
con el CMH, reconociendo antigenos y generando respuestas especificas (57). Zhang

et al. (59), describen por primera vez las funciones inmunoreguladoras de las DN,
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demostrando in vitro su capacidad de eliminar LT y LB activos, llevando a prolongar la
supervivencia de injertos cutaneos y trasplantes de corazén en modelos murinos. Asi
mismo, se ha demostrado en humanos que las DN activas son capaces de suprimir la
respuesta de CD4* y CD8* por medio de la transcripcion de nuevas proteinas que
detienen la maduracion celular, sin llegar a eliminarlas. Para su accion requieren del
contacto directo con la célula diana y de la estimulacion del RCT para inducir una
actividad supresora. Esta actividad parece ser distinta de la observada en otros LT
reguladores, como son las Tr1, Th3 y CD8" supresoras, que actuan a través de
citoquinas solubles como interleuquin (IL)-10 y el factor de crecimiento transformante
beta (Transforming Growth Factor) (TGF)-$ (60).

Diferentes estudios han demostrado que las subpoblaciones de LT poseen
propiedades inmunoregulatorias en el marco de las enfermedades autoinmunes,
enfermedades de injerto contra huésped y en el cancer (61,62).

Por ultimo, una pequefa proporcion de LT circulantes con doble marcador de
membrana (CD4*/CD8") escapan del timo hacia la sangre periférica. Estas células
poseen un papel efector y de memoria, y reaccionan con antigenos especificos de una
amplia variedad de patdégenos virales. Su proporcion en sangre periférica se
incrementa significativamente en pacientes con infecciones por el VIH o el Virus
Epstein Barr (VEB) (63), ademas de ser re-estimuladas en pacientes con infeccion
cronica por el VHC (64). Las células DP se han encontrado asociadas a tumores
malignos o a condiciones autoinmunes como la esclerosis sistémica y se han aislado
en biopsias cutaneas de pacientes con enfermedad de injerto contra el huésped,
demostrando una actividad regulatoria y expresando altos niveles de IL-10 y bajos
niveles de IL-2 y de IFN-y (65). Sin embargo, su papel fuera del timo todavia es

desconocido.
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2.2.3 Activacion de los LT

Una vez los LT han madurado en el timo, circularan como células naive
manteniéndose en esta fase durante largos periodos. Sin embargo, cuando la célula
encuentra un antigeno extrano presentado por una célula presentadora de antigeno
(CPA) a través del CMH, las sefales del RCT cambian de ser sub-mitogénicas a
presentar estimulos vigorosos que generan activacion y proliferacién (66).

El primer contacto de los LT naive con la CPA es en los ganglios linfaticos y a través
de la expresion de moléculas de adhesion (LFA-1 y CD2) en el LT, que se uniran a
moléculas de la familia de adhesion celular de las inmunoglobulinas (Immunoglobulin
Cell-Adhesion Molecules) (ICAM) presentes en la CPA. Las sefales de RCT generan
un cambio conformacional que permitiran mantener una unién mas estable entre el LT
y la CPA.

Para que ocurra la activacion de las células naive se requieren tres tipos de sefales
distintas. La primera es aquella generada entre la interaccion del CMH y el RCT, la
segunda senal se genera por la interaccién entre la molécula CD28 en el LT y las
moléculas B7 en la CPA; estas sefales intervienen principalmente en la supervivencia
y proliferacion del LT. Por ultimo, varias moléculas relacionadas con el CD28 y el
receptor del TNF generaran sefiales coestimuladoras que intervendran en la
diferenciacion del LT. Esta tercera sefial es especialmente clave en la diferenciacion
de los distintos tipos de células efectoras (46).

Una vez ocurre la activacion de las células naive, éstas entran en un ciclo rapido de
divisién celular. La proliferacién y diferenciacién esté dirigida principalmente por la IL-2
que se produce en las mismas células activadas. Las sefales de CD28 favorecen la
activacion de factores de transcripcion (AP-1, NFkB), los cuales incrementan la
transcripcién del acido ribonucleico mensajero para la IL-2. Los LT, en ausencia de
una segunda sefal coestimuladora, son incapaces de generar IL-2 y entraran en una

fase de anergia o apoptosis. La anergia es uno de los procesos que explica la
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tolerancia de los LT autorreactivos que escapan del timo hacia la circulacion periférica
(67).

Posterior a la proliferaciéon de los LT, las células activadas se diferencian hacia células
efectoras, capaces de sintetizar moléculas citotoxicas o necesarias para la activacion
de otras poblaciones diana como las Th. Las células activadas cambian la expresién
de varias moléculas de superficie; por ejemplo, expresan mayor cantidad de moléculas
de adhesion LFA-1, CD44 y CD2, lo que favorece la adherencia endotelial, la
circulacion periférica y la adherencia a células diana. Las células activadas presentan
ademas un cambio en la isoforma del receptor CD45, expresando la isoforma
CD45R0O, hecho que sensibiliza al LT a concentraciones bajas del complejo CMH-

péptido.

2.2.4 Diferenciacion y supervivenciade los LT

Tanto para los CD4* como para los CD8*, la exposicidn transitoria al antigeno es
suficiente para iniciar la proliferacion y la diferenciacion celular. Sin embargo, el
desarrollo de la respuesta inmune, y por consiguiente, la generacion de células de
memoria y células efectoras, dependera del tipo de patdgeno, de la cantidad y tiempo
en que se exprese el antigeno y del grado de coestimulacion. La respuesta del LT
deberia ser controlada, manteniendo un balance entre las poblaciones CD4* y CD8*, y
por tanto, un equilibrio entre los efectos protectores y proinflamatorios (68).

Las células de memoria comparten una serie de propiedades que las diferencian de
las células naive y las células efectoras; estas propiedades incluyen reactivacion
rapida después de la re-exposicion al antigeno, potencial de proliferacion alto y
habilidad de sobrevivir sin el estimulo del antigeno a través del mecanismo de
proliferacion homeostatica dirigido por la IL-7 y la IL-15 (68). Estas células de memoria
se caracterizan ademas por la expresiéon de CD45RO y se identifican en sangre

periférica por la expresion del CCR7*, molécula que media la migracion de los LT

26

——
| —



INTRODUCCION

hacia nédulos linfaticos a través del endotelio de las vénulas.

Basados en la expresion de CCR7 se han propuesto dos tipos de células de memoria,
los LT de memoria efectora (LTwme) y los LT de memoria central (LTmc). Los LTwe son
CCR7- y estan presentes en sangre, bazo y tejidos no linfoides, presentan una
respuesta rapida ante la exposicion al antigeno y producen grandes cantidades de
moléculas efectoras; muchas de ellas estan en un estado activado y son frecuentes en
infecciones cronicas virales. Por otro lado, los LTuc son CCR7* y estan presentes en
los ganglios linfaticos, la sangre y el bazo, pero no en tejidos no linfaticos; tienen una
respuesta mas lenta en la produccion de moléculas y se cree que tienen la capacidad.
Se cree que la intensidad en las senales que recibe el RCT guiara la diferenciacion
hacia LTuc o LTme. Ademas, los LB podrian ser claves en dirigir la diferenciacién de las
células de memoria (69).

Existen diferencias en el proceso de diferenciacién del CD4" y el CD8*. El tiempo de
exposicion al antigeno que se requiere para iniciar un programa de proliferacion de las
células naive CD8"* parece ser mucho menor que el que se requiere para los CD4%;
ademas, el CD8" inicia la division de forma mas temprana y con mayor frecuencia.
(70).

Aparte del origen de las subpoblaciones de los LT, un aspecto importante es el
mantenimiento de éstas. En el caso del conjunto de las células naive interviene un
mecanismo llamado proliferacion homeostatica que consiste en una serie de estimulos
procedentes de la unién de los LT con el CMH/self-p y la IL-7, que genera células con
un fenotipo de memoria (66); estas células no parecen ser distintas de las que se
generan tras la exposicion a antigenos (71). En relacion a las células de memoria, IL-7
e IL-15 son esenciales para su supervivencia; no obstante, a diferencia de las células
naive, las de memoria no requieren de las interacciones con el CMH.

El papel del antigeno en el mantenimiento de las células de memoria también se ha

discutido. Modelos en ratones han demostrado que la infeccion viral persistente,
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asociada a una carga antigénica elevada, conlleva mayor diferenciacion celular y un
agotamiento de las células de memoria siendo, ademas, funcionalmente inactivas. Por
otro lado, la presencia continua de bajas cantidades de antigeno, resulta en el

mantenimiento de células de memoria activadas (72).

3. Efectos del alcohol en el sistema inmunolégico.

El abuso de alcohol puede afectar a todos los componentes de la inmunidad innata y
adaptativa, y lo hace a través de mecanismos de toxicidad directa o indirecta
generados por el metabolismo del etanol.

El primer paso en la metabolizacién del alcohol es su oxidacion a través de la enzima
alcohol deshidrogenasa (ADH). La ADH es la enzima responsable del metabolismo del
alcohol cuando las concentraciones de etanol en sangre y en tejidos son bajas (73),
convirtiendo el alcohol en acetaldehido, molécula téxica y altamente reactiva. Durante
esta reaccion, se generan moléculas de hidrogeno que se transfieren a moléculas de
dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) convirtiéndolas en la forma reducida
(NADH) (74). El exceso de NADH en la célula altera la relacion entre NAD/NADH,
favoreciendo un conjunto de desérdenes metabdlicos. Estos desdrdenes incluyen un
aumento de la produccién de acido lactico, hipoglicemia, hiperlipidemia, hiperuricemia
y un aumento en la produccion de colageno por parte de las células estrelladas (75).
Cuando los niveles de etanol superan en sangre los 50 mg/dL, interviene el sistema
oxidativo microsonal (Microsomal Ethanol-Oxidizing System) (MEOS). Esta via
consiste en una serie de enzimas localizadas en estructuras esféricas, llamadas
microsomas, y que se situan en el interior del hepatocito. Su actividad se incrementa
sustancialmente con el consumo cronico de alcohol y es necesaria para la eliminacion
de moléculas extrafas del organismo. EI componente mas importante del sistema
MEOS es el citocromo P450 2E1 (CYP2E1) (76). El metabolismo del etanol, a través

del CYP2E1, contribuye a un estado de estrés oxidativo que se caracteriza por
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aumento de los radicales libres de oxigeno (RLO), deplecién de antioxidantes
(glutation) y peroxidacion lipidica. Estos cambios favorecen la activacion celular del
sistema inmune y se consideran la base en la patogénesis de la hepatopatia y la
carcinogénesis (76).

El linfocito es capaz de adaptarse a la presencia de estresores ambientales,
generando modificaciones en su propio metabolismo (77). Estas modificaciones
incluyen, desde produccion de citoquinas y moléculas citoliticas, hasta el desarrollo de
la habilidad de migracion y de division celular. Por ejemplo, en situaciones de
deprivacién de glucosa, se han descrito defectos funcionales del CD8* relacionados
con defectos en la liberacion de granulos citotoxicos o en situaciones de estrés
oxidativo; los RLO generados favorecen la activacion de las células naive hacia células
efectoras.

Finalmente, la estructura y tamano de la molécula de etanol permite atravesar
facilmente las membranas celulares y su distribucion a los tejidos. Incluso ingestas
moderadas pueden producir concentraciones de alcohol en sangre entre 10 y
20mmol/L. En este sentido, tanto los cambios moleculares y metabdlicos generados
por el alcohol, como la molécula en si, pueden alterar todas las células del sistema
inmunitario afectando al numero, la funcién y la supervivencia de las mismas (39).

A continuacion se detallan los efectos del alcohol en la inmunidad innata y adquirida,

haciendo énfasis en esta ultima.

3.1 Efectos del alcohol en lainmunidad innata

La exposicion aguda al alcohol resulta en una disminucién de la respuesta del TLR en
las CPA, hecho que lleva a suprimir, de forma significativa, la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias, especialmente TNF-a e IL-1. Estos efectos se han descrito tanto en
macroéfagos alveolares como en monocitos periféricos y células dendriticas (78-80).

Sin embargo, estos efectos inicialmente inhibitorios son transitorios, demostrando que
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en la exposicion crénica al alcohol hay una pérdida de la tolerancia de los TLR (tipo 4)
y una mayor sensibilidad de las células ante los lipopolisacardios (LPS), lo que
promueve la activacion de vias pro-inflamatorias, con la consecuente repercusion
clinica y biolégica (39). En concreto, la activacion de monocitos y macréfagos juega un
papel importante en la patogénesis de la hepatopatia alcohdlica (81), siendo ésta
debida a una exposicién excesiva a antigenos intestinales, a una disminucién de la
depuracion de antigenos hepaticos, o a la generacion de RLO que favorecen la
induccion de citoquinas pro-inflamatorias (82).

También se ha descrito en el alcoholismo crénico la supresion de citoquinas como el
factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor) GMC-SF que estimula la producciéon de granulocitos en la
médula ésea, la supresion de sCD40, factor soluble necesario para la activacion
plaquetaria, y la cascada de coagulacion, y citoquinas hematopoyéticas como la IL-12,
el factor de crecimiento de fibroblastos-2 y la proteina quimioatrayente de monocitos,
necesarias para la activacién de monocitos y linfocitos en la cicatrizacién de heridas
(83).

Por otro lado, la exposicion aguda al alcohol suprime el reclutamiento de células
polimorfonucleares en el pulmén y disminuye su actividad fagocitica (84,85), favorece
la disminucion en el numero y funcion de las células dendriticas circulantes y altera su
diferenciacion; estos mecanismos se han relacionado como factores de virulencia para
la infeccion por Streptococco Pneumoniae (43).

Por ultimo, existe un amplio estudio de la interaccién del alcohol con las células NK,
relacionadas con la progresion del dafo hepatico y fibrosis (86). Se ha demostrado
que la actividad de las células NK puede suprimirse por la exposicion cronica al
alcohol; y disminuir asi el efecto inhibitorio de las células NK sobre la fibrosis hepatica
(87). Sin embargo, hay estudios contradictorios que demuestran que la exposiciéon de

células NK al alcohol puede resultar en un aumento de su actividad citotoxica (88). En
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2010, Laso et al. (89), describieron que las células NK de bebedores sin enfermedad
hepatica presentaban un aumento de su actividad citolitica contra células hepaticas
K562 (in vitro), asociado a una disminucion del numero total de NK en sangre
periférica, particularmente aquellas con receptor CD158 y CD161 implicadas en el
reconocimiento celular. Estos resultados plantean la hipétesis de una migracion celular
de las NK hacia los tejidos inflamados y un desequilibrio en la concentracion de células

citotdxicas.

3.2 Efectos del alcohol en lainmunidad adquirida

El alcohol es capaz de alterar todos los componentes de la inmunidad adquirida.
Afecta al numero, desarrollo, funcién y supervivencia tanto de LT como de LB, ademas
de favorecer la produccién de anticuerpos auto-reactivos y reducir la producciéon de
anticuerpos especificos (90). Este apartado se centra en los aspectos mas relevantes
de los efectos del alcohol en el LT.

Desde los afios 60 se ha descrito la relacion entre el consumo agudo y crénico de
alcohol con la linfopenia periférica, tanto en humanos como en animales, ademas de
describirse su caracter reversible y su relacién con patrones de consumo de alcohol en
atracones (“binge drinking”) (91-95). En concreto, se ha observado que la linfopenia
periférica asociada al consumo excesivo de alcohol tiene un caracter reversible en
pacientes que se mantienen abstinentes mas alla de 30 dias (94), y se ha relacionado
con patrones de consumo de alcohol en atracones, incluso en personas sanas y en
adolescentes (95).

Al mismo tiempo que la linfopenia, la exposicion al alcohol favorece la activacién de
los LT, el desequilibrio de subpoblaciones y la muerte celular por activacion. La figura

3 muestra los principales efectos del alcohol en las subpoblaciones de LT.

31

——
| —



INTRODUCCION

Alcohol Abuse

Decreased Increased Altered Thymocyte
T-Cell Numbers T-Cell Numbers and Memory T Cells Development
Increased Activation-
Induced Cell Death

Figura 3. Afectacion de los LT como consecuencia del abuso de alcohol.
FUENTE: Pasala S et al. Alcohol Res 2015;37:185-197. (90)

La disminucién en el numero circulante de linfocitos se ha descrito en pacientes con y
sin hepatopatia y esta justificada por multiples factores. Uno de los mecanismos
descritos es la toxicidad directa del alcohol sobre los precursores granulopoyéticos, ya
sea debido a la fragmentacion del DNA o a la falta de sintesis de aminoacidos (96).
Otros factores como el déficit de folato contribuyen a la disminucién de la actividad
granulopoyética por parte de la médula ésea.

La malnutricion, frecuente en el paciente con TUA con y sin hepatopatia (97), e
independiente de su origen (proteinas, minerales y/o vitaminas), también se ha
relacionado con cambios en el sistema inmune. Estos cambios incluyen atrofia timica,
ya sea por apoptosis directa del timocito o por disminucién en su proliferacion, y
alteracion en la respuesta mediada por células, favoreciendo la frecuencia y severidad

de infecciones bacterianas (98)
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3.2.1 Activacion de los LT

El mecanismo por el cual el consumo crénico de alcohol conlleva una activacién de los
LT no esta bien establecido. No obstante, se ha identificado mayor interaccion entre
las CPA (monocitos y células dendriticas) y los LT, favoreciendo un fenotipo citotoxico
(99,100). Ademas, se ha descrito una mayor expresion de marcadores de activacion
temprana y tardia (CD69*, CD25*, HLA-DR"), y mayor capacidad citotdxica de los
CD8*, célula clave en la hepatopatia (101,102). En pacientes con TUA, el
comportamiento de las combinaciones de marcadores de activacion celular que se
utilizan actualmente o las correlaciones clinicas con el exceso de activacion linfocitaria,
estan por esclarecer.

Segun el patrén de consumo de alcohol, se han identificado alteraciones en el fenotipo
de los CD8", presentando mayor activacién temprana, menor sensibilidad a los LPS y
menor capacidad migratoria en aquellos pacientes con patrones de consumo en
atracones de alcohol en comparacién con bebedores moderados (103). En pacientes
con TUA, se han descrito subpoblaciones oligoclonales (CD87/CD28 y CD8*/CD57*)
que son consecuencia de una estimulacién persistente por auto-antigenos, por
aductos proteicos del acetaldehido o por infecciones crénicas (104).

Paradojicamente, estos linfocitos CD8*, a pesar de estar mas activados, parecen ser
disfuncionantes. Modelos en ratones expuestos al alcohol y al virus de la Influenza,
demuestran un defecto en la habilidad de liberar granulos citotoxicos y en neutralizar
antigenos especificos del virus (105). También se ha demostrado una disminucién en
la densidad y la respuesta de ciertas subpoblaciones de LT residentes en la piel, y una
pérdida de la capacidad migratoria de los LT desde la circulacién hacia los tejidos
periféricos o linfaticos, tras estimularlos con moléculas bacterianas y endotoxinas
(106,107).

El abuso croénico de alcohol se ha relacionado con defectos en la estimulacion del LT

por parte de las células dendriticas, especificamente con una disminucién en la
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expresion de citoquinas pro-inflamatorias y una disminucion en la expresion de
moléculas coestimuladoras, conllevando una falta de proliferacion de las células naive

(108).

3.2.2 Diferenciacion de los LT

Tanto en modelos animales como en humanos, se han identificado alteraciones en el
fenotipo y funcion de las subpoblaciones de LT en relacion al consumo de alcohol. En
pacientes con abuso crénico de alcohol existe una disminucion del porcentaje de
células naive (CD45RA) y un aumento del porcentaje de células de memoria
(CD45R0); estas ultimas, presentan ademas una expresion alterada de moléculas de
adhesion (predominan CD11b respecto a L-selectin, cuando no seria lo habitual), y
una mayor expresion de marcadores de activacion (HLA-DR) (109). Asi mismo, se ha
observado una expansion de células efectoras (CD57*) que expresan mayor cantidad
de INF-y y TNF-a como respuesta a la estimulacion del RCT, independiente de una
segunda sefial (110). Aunque el mecanismo por el cual hay un mayor recambio celular
no esta establecido, podria estar mediado por citoquinas pro-inflamatorias (111).

Por otro lado, modelos en animales expuestos al alcohol han demostrado un cambio
en el fenotipo de los LT. Song et al. (112), observd un incremento de las poblaciones
CD44" en ratones cronicamente expuestos (3-13 semanas), células compatibles con
un fenotipo efector/memoria que presentan una mayor y mas rapida respuesta de
IFN-y y una mayor sensibilidad ante bajos niveles de estimulacion del RCT (112). A
pesar de haberse disefiado modelos de cultivo y de estimulacion de los LT, el
mecanismo por el cual estos linfocitos cambian su fenotipo, no esta bien establecido,
si bien se han propuesto diferentes vias. En primer lugar, la presencia de aductos
proteicos que se generan del metabolismo del alcohol y que actian como
neoantigenos induciendo la activacién y diferenciacion del LT (113). Otro de los

mecanismos es la activacién estimulada de los LT por parte de los monocitos en el
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momento en que presentan LPS (114). Por ultimo, se ha descrito la proliferacion
homeostatica como respuesta a una linfopenia periférica; en concreto, se ha
observado que en ratones expuestos al alcohol no se alter6 la expresion de
marcadores de activacion (CD69 y CD25) ni de moléculas coestimuladoras (CD28,
CD153, CD137), las cuales se exhiben clasicamente tras la activacion del LT (115).

La proliferacion homeostatica habitualmente obedece a una linfopenia que es, al
menos en parte, causada por una disminucion de células naive que emigran desde el
timo y refuerzan el recambio periférico para mantener la homeostasia (115).

El fenotipo de las células que se generan por el mecanismo de proliferacion
homeostatica parece ser distinto del de las células de memoria que se generan tras la
exposicion al antigeno, expresando menor cantidad de proteinas que favorecen la
supervivencia y mayor cantidad de IL-21, interleuquina clave en la expansiéon de
células auto-reactivas. EI mecanismo de proliferacion homeostatica también se ha
relacionado con el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes (116-118).

Con respecto a la diferenciacion Th1/Th2/Th17 de las células de memoria CD4",
existen contradicciones en los trabajos publicados. En estudios con animales
alimentados de forma cronica con alcohol, la secrecién de IL-2 por los LT y células
dendriticas se ha visto alterada al exponerlos a proteinas del VHC; ademas, se ha
observado una respuesta suprimida de IFN-y al exponer directamente la bacteria
Klebsiella pneumoniae, sugiriendo que el alcohol inhibe la respuesta Th1.

Por otro lado, la intoxicacion aguda por alcohol parece inhibir la respuesta Th17,
suprimiendo la expresion de IL-23 en respuesta a la infeccion pulmonar por Klebsiella
pneumoniae, alterando la produccion de IL-17 a nivel pulmonar frente a la infeccidon
por Streptococco Pneumoniae, o favoreciendo la respuesta Th2 (119-121).
Contrariamente, algunos experimentos en ratas alimentadas a base de alcohol
demostraron que la expresion hepética de citoquinas Th1 (TNF-y e IL-12) presenta un

patron bifasico con un pico maximo a los 14 dias de la ingesta, seguido de una
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supresion de la respuesta Th1 y de nuevo un pico a los 35 dias de ingesta. Esta
secrecion de citoquinas Th1 coincide con la aparicion de cambios inflamatorios en el
higado (122). En pacientes con abuso cronico de alcohol también se ha observado un
aumento en la produccion de citoquinas Th1 (IL-1B, IL-6, IL-12 e IFN-y); sin embargo,
estas alteraciones dependen de la existencia de hepatopatia y de la cantidad de

alcohol consumida (123).

3.2.3 Apoptosis delos LT

La activacién de LT conlleva la apoptosis si la célula recibe una segunda senal en un
periodo breve de tiempo. Este proceso, conocido como muerte por activacion, es
importante para mantener la homeostasis y la autotolerancia de los LT (124). En la
exposicion al alcohol se ha descrito la sensibilidad del LT a este mecanismo de
apoptosis, favoreciendo la expresion de moléculas pro-apoptéticas (BAX) vy
disminuyendo la expresion de anti-apoptéticas (Bcl-2) que promueven la muerte por
activacion del LT, la fragmentacion del ADN y la expresion de proteinas como la
Caspasa-3 en los LT activados (125,126).

Un mecanismo adicional que contribuye a la apoptosis celular es la disminucion de la
expresion del receptor de vitamina D (RVD) (gen regulador de la transcripcion) en los
LT (127). La alteracién de la expresion del RVD, favorece la expresion de RLO

alterando el metabolismo mitocondrial (125).

En resumen, los estudios de las ultimas décadas, demuestran que el alcohol altera las
funciones de los LT y de los LB. El consumo crénico de alcohol resulta ademas en una
linfopenia con una pérdida de linfocitos circulantes. El descenso de LT va acompanado
de una proliferacion homeostatica, incrementando asi la diferenciacién, activacion y
conversién hacia fenotipos de memoria. La activacion cronica del LT puede alterar su

habilidad de reconocimiento y expansion ante la presencia de nuevos patégenos,
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incrementando la susceptibilidad del organismo a infecciones de cualquier etiologia.
Ademas, estos cambios en el fenotipo favorecen una respuesta reguladora, situando al
LT bajo un mayor control inhibitorio que predispone a su inestabilidad y apoptosis por
activacion. Esta inestabilidad en el ciclo del LT ha sido relacionada con el desarrollo de

procesos neoplasicos (90).

El objetivo de la presente Tesis doctoral es caracterizar las alteraciones de los LT,
célula clave de la inmunidad adquirida, en pacientes con TUA. Los resultados
obtenidos se pueden ver reflejados en dos articulos cientificos publicados en la revista
Drug and Alcohol Dependence. Dicha revista se halla en el primer cuartil de la
categoria Substance Abuse de Journal Citations Reports® a Diciembre 2017 y es la

publicacion oficial de The College on Problems of Drug Dependence (CPDD).
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HIPOTESIS
Hipotesis
En pacientes con consumo excesivo de alcohol no hay un cribado regular de la
inmunidad celular, a pesar de observarse elevadas prevalencias de infecciones virales
y bacterianas, de enfermedades con base inflamatoria, y cancer. En este sentido, se
plantean las siguientes hipotesis:

e En pacientes con TUA, las alteraciones linfocitarias pueden ser frecuentes

aunque no presenten manifestaciones clinicas evidentes.
e Un exceso de activacion podria explicar que el recuento periférico de las

subpoblaciones de LT se vea alterado.
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OBJETIVOS
Objetivo principal
Analizar las alteraciones de las subpoblaciones linfocitarias T en una serie de
pacientes admitidos a tratamiento del TUA.
Objetivos secundarios
o Describir las alteraciones cuantitativas mas frecuentes de las principales
subpoblaciones de LT (CD4*, CD8*, DP, DN) en pacientes con TUA.
o Establecer asociaciones entre las alteraciones cuantitativas de las principales
subpoblaciones de LT y las caracteristicas clinicas de los pacientes con TUA.
e Describir los fenotipos de activacion de los LT en pacientes con TUA, utilizando
la combinacion de dos marcadores de membrana (HLA-DR y CD38).
o Establecer correlaciones clinicas y analiticas con la expresion de marcadores

de activacion linfocitaria.
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PACIENTES Y METODOS

Se trata de pacientes con TUA que ingresaron consecutivamente para tratamiento en
la Unidad de Adicciones del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona.
Los pacientes eran remitidos desde centros de atencién primaria del area del hospital.
El tratamiento en el hospital se indicé en aquellos casos con fracaso del tratamiento
ambulatorio y/o riesgo de presentar sindrome de abstinencia al alcohol.

A los pacientes se les realizaba una historia clinica del consumo de alcohol (cantidad,
frecuencia y duracion del trastorno) y de consumo de otras sustancias como opiaceos,
cannabis o0 cocaina, de la comorbilidad y se les realizaba también una exploracién
fisica con datos antropométricos. En las primeras 24 horas del ingreso se realizaba
una extracciéon de sangre para hemograma, bioquimica e inmunologia y una ecografia
abdominal.

El tratamiento farmacoldgico que se administraba durante el ingreso estaba basado en
benzodiacepinas, vitaminas del complejo B y otros farmacos segun la sintomatologia
de abstinencia al alcohol y la comorbilidad. Los pacientes permanecian ingresados
seis dias en promedio y al alta se aconsejaba psicoterapia individual y grupal, y en la
mayoria de los casos tratamiento farmacolégico con acamprosato, naltrexona o
disulfiram.

Las determinaciones analiticas al ingreso incluian, parametros de funcion hepatica,
reactantes de fase aguda, folato sérico, cobalamina, albumina sérica y serologias de
hepatitis B (HBsAg y HBcAc), VHC y VIH. La hepatopatia alcohdlica se definioé por la
presencia de al menos dos de los siguientes criterios: 1) elevacion de AST (>74 y <300
U/L), 2) AST/ALT >2y 3) bilirrubina total > 1.2mg/dL.

Para los objetivos de la presente Tesis doctoral se excluyeron de los analisis aquellos
pacientes con cancer, infeccion por VIH y aquéllos que estuvieran bajo tratamiento
inmunosupresor, incluyendo corticosteroides.

En concreto,
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Articulo 1. Zuluaga et al. Wide array of T-cell subpopulation alterations in patients with
alcohol use disorders. Drug Alcohol Depend. 2017;180:7-13.

Incluye una muestra de 238 pacientes ingresados en la Unidad de Adicciones entre
2002 y 2012.

Articulo 2. Zuluaga et al. Over-expression of CD8" T-cell activation is associated with
decreased CD4* cells in patients seeking treatment of Alcohol Use Disorder. Drug
Alcohol Depend. 2016;162:124 — 129.

Incluye una muestra de 60 pacientes ingresados en la Unidad de Adicciones entre

2013y 2015.

Inmunofenotipado

Para analizar la inmunidad celular se realizé inmunofenotipado de una muestra de
sangre periférica de cada paciente, obteniendo valores absolutos y porcentajes de LT
(CD3"), CD4* y CD8*. A partir de Junio de 2007 se cuantificaron los linfocitos DN
(CD3*/CD47/CD8)y DP (CD3*/CD4*/CD8").

En una tercera fase, a partir de 2013, se determinaron también subpoblaciones de
activacion y diferenciacion celular. En concreto se obtuvieron cuatro perfiles de
activacion: (I) CD38/HLA-DR-, (ll) CD38*/HLA-DR:, (lll) CD38/HLA-DR* and (IV)
CD38*/HLA-DR* y cuatro perfiles de diferenciacion: (1) naive (CCR7*/CD45RA"), Tuc
(CCR7*/CD45RA"), Twe (CCR7/CD45RA") y Temra (CCR7/CD45RA"). Ademas, se
obtuvieron los siguientes fenotipos para CD4": Th1 (CXCR3*/CCR6), Th2 (CXCR3"

JCCR6*) y Th17 (CXCR3/CCR6).

Grupo control
Para esta Tesis doctoral se utilizaron como referencia las subpoblaciones linfocitarias
de una muestra de personas sanas que participaban en un estudio europeo que tiene

como finalidad la estandarizacion de valores de referencia y técnicas de
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inmunofenotipado. Dicho estudio, en el que participa el Servicio de Inmunologia del
Hospital Germans Trias i Pujol, ha sido desarrollado por la European Network for
Translational Immunology, Research and Education/ENTIRE y financiado por el
programa European Union Framework Program, Horizonte 2020, COST Actions
(128,129).

Las personas incluidas (44% hombres) eran donantes de sangre de raza
blanca/caucasica, con una media de edad de 38.8 + 11.4 afios. Para ser donante de
sangre era requisito tener entre 18 y 50 afos, peso superior a 50 kg y superar un
cuestionario orientado a describir el estado general de salud fisica y mental, y
cualquier factor de riesgo para donar sangre. En concreto, el cuestionario incluye
preguntas relacionadas con las visitas médicas realizadas o previstas, uso de
farmacos, estado de vacunaciones y antecedentes clinicos con especial atencién en
enfermedades infecciosas, conductas de riesgo, cirugias previas y viajes recientes

(130).

Analisis estadistico

Se realizaron analisis descriptivos de datos, asi como un analisis bivariado para cada
alteracion linfocitaria de las subpoblaciones de LT. Se utilizaron pruebas de chi-
cuadrado, F Fisher, t de Student y U-Mann Whitnney, segun conveniencia, para
detectar diferencias significativas. Se utilizd el coeficiente de correlacién de Pearson
para determinar correlaciones entre las distintas subpoblaciones de LT y demas
variables continuas.

Para el primer trabajo presentado se usaron modelos de regresion logistica con el fin
de establecer predictores para las distintas alteraciones linfocitarias analizadas.

Para los objetivos del segundo estudio, se elabordé un indicador de activacion
linfocitaria (IA) definido como el cociente de células CD8" no activas (CD38/HLA-DR")

respecto a las células CD8* con doble marcador de activacion (CD38*/HLA-DR"), de
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forma que los pacientes con valores mas bajos del IA presentan mayor presencia de
activacion linfocitaria.

Valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos. El analisis
estadistico fue realizado con SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) y Stata software

(versién 11.1, College Station, Texas, USA).
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RESULTADOS

Articulo 1.

Zuluaga, P; Sanvisens, A; Martinez-Caceres, E; Teniente, A; Tor, J; Muga, R.
Over-expression of CD8* T-cell activation is associated with decreased CD4" cells in
patients seeking treatment of Alcohol Use Disorder.

Drug Alcohol Depend. 2017;180:7-13.

Este estudio estaba basado en una muestra de 238 pacientes con TUA ingresados en
la Unidad de Adicciones entre 2002 y 2012, el 80% de los cuales eran hombres con
una mediana de edad al ingreso de 43 afos [rango interquartil (RIQ): 38-51 afos] y
presentaban un indice de masa corporal de 24 kg/m? [RIQ: 21-7-27.7 kg/m?]. En
promedio, el consumo de alcohol era de 180 g al dia [RIQ: 120-200 g/dia] y la duracion
del consumo excesivo de alcohol de 18 afios [RIQ: 9-25 afios]. Globalmente, un 16.4%
de los casos tenian infeccion por VHC y 14% hepatopatia alcohdlica por criterios
bioldgicos. La mediana de linfocitos totales fue 2.1 cel/pL [RIQ: 1.6-2.6].

Un 50% de los pacientes con TUA mostraban linfocitos DN bajos (<34 x10%L), siendo
éste el hallazgo mas frecuente entre todas las alteraciones cuantitativas analizadas.
Un 23% de los pacientes tenian DP >52 cel/uyL y un 8% DP <3 cel/uL. Un 13%
presentaba linfopenia CD4* (<600 cel/uL) y 18.5% presentaban CD4* >1370 cel/pL.
Finalmente, el 24% de los pacientes tenian CD8" > 735 cel/uL y unicamente un 5%
mostraban CD8" <240 cel/pL.

En cuanto a los predictores de alteracién de los LT, la edad al ingreso se asocio de
forma independiente a la elevacion de CD4*, siendo los pacientes mas jovenes los que
presentan CD4*>1370 cel/pL (odds ratio (OR)=0.93, intervalo de confianza (1C)95%:
0.89-0.98). La elevacion de CD8" se asocié con mayor albumina sérica (OR=1.08,
IC95%: 1.01-1.16) y el antecedente de haber consumido drogas por via intravenosa

(OR=2.70, 1C95%: 1.10-6.67).
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En este trabajo, las mujeres mostraron mayor probabilidad de presentar elevacién de
células DP que los hombres (OR = 3.53, 1C95%: 1.31 — 9.53). Ademas, niveles bajos
de DN en este estudio se asociaron a una disminucion de albumina sérica (OR = 0.88,

1C95%: 0.81 — 0.97).
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Over-expression of CD8* T-cell activation is associated with decreased CD4" cells in
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Drug Alcohol Depend. 2017;180:7-13.
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Articulo 2.
Zuluaga, P; Sanvisens, A; Teniente, A; Fuster, D; Tor, J; Martinez-Caceres, E; Muga, R.
Wide array of T-cell subpopulation alterations in patients with alcohol use disorders.

Drug Alcohol Depend. 2016;162: 124 — 129.

Se incluyeron 60 pacientes con TUA admitidos para tratamiento entre 2013 y 2015
(83% hombres); la edad al ingreso fue 49 afos [RIQ:44-54 afos] y la mediana de
consumo de alcohol al dia fue de 145 g [RIQ:90-205 g].

Los pacientes con TUA presentaban una media + desviacion estandar (DE) de CD3*
de 1,349 = 620 cel/uL, CD4* (844 £ 430 cel/uL) y CD8" (434 + 225 cel/uL) similares a
los valores observados en controles sanos. Cabe destacar que los pacientes con TUA
presentaron mayor nimero absoluto y porcentaje de DP que los controles sanos (27 +
37 cel/uL vs. 14 + 18 cel/uL, p=0.02) y menor niumero absoluto y porcentaje de DN (2.4
+ 1.9 cel/uL vs. 5.2 + 4.3 cel/uL, p<0.001).

Dentro de los CD8", la media = DE para el fenotipo de activacion CD38*/HLA-DR" fue
50.3 + 50.6 cel/pL en pacientes vs. 33.5 £ 24.5 cel/uL en controles sanos (p=0.03); la
media + DE para CD38/HLA-DR* fue 61 + 62.2 cel/uL en pacientes vs. 21.2 £ 17.3
cel/uL en controles (p<0.001); la media + DE para el perfil CD38*/HLA-DR* fue 20.2 +
15.6 cel/uL en pacientes vs. 10.8 £ 10.3 cel/pL en controles sanos (p< 0.001).

Se observd una correlacion inversa entre el fenotipo CD38*/HLA-DR* y el numero
absoluto y porcentaje de linfocitos CD8* y CD4* (r’=0.37, p=0.003; r>=0.30, p=0.018,
respectivamente). El indicador de activacion se correlacion6 de forma positiva con el
nivel de creatinina sérica (r>=0.104, p=0.012); el 73.5% de los pacientes con esteatosis
hepatica mostraron exceso de activacion de los CD8* en comparacion a aquéllos sin

esteatosis (52%) (p=0.088).
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DISCUSION

Esta Tesis doctoral por compendio de articulos publicados demuestra que existen
alteraciones cuantitativas y cambios en el fenotipo de los LT en pacientes con TUA.
Es evidente que multiples procesos biolégicos se integran para definir la sefalizacion
de los LT, su regulaciéon genética, su funcién y su metabolismo, y que en el paciente
con TUA, son varios los mecanismos a través de los cuales el alcohol afecta el
sistema inmunoldégico (39).

En relacién con el estudio de las subpoblaciones linfocitarias, hay que tener presente
que se ha reportado una gran variabilidad en funcién de la edad, sexo, regién
geografica y estado nutricional (131-133). Ademas, estas diferencias pueden estar
asociadas con variaciones en la técnica, el sesgo de seleccion u otros factores
individuales que pueden afectar al sistema inmune (estrés, habitos toxicos, infecciones
subclinicas) (98,134).

En todo caso, cabe recordar que la presente Tesis doctoral se ha desarrollado
siguiendo los protocolos de un estudio europeo de estandarizacién de técnicas de

inmunofenotipado y un grupo de controles sanos (128,129).

Alteraciones cuantitativas de las subpoblaciones de LT

Se ha demostrado que en pacientes con TUA existe un recuento bajo de DN y un
recuento alto de DP, si se compara con controles sanos. Si bien el papel de los DN
como células de memoria y reguladoras no estéd completamente definido en ciertas
patologias (135); su actividad inmunoregulatoria y su elevada plasticidad podrian ser
clave en el disefio de terapias celulares de ciertos modelos de enfermedad como
neoplasias hematoldgicas o enfermedad de injerto contra el huésped (62). Los bajos
niveles de DN se han correlacionado con una progresion de la enfermedad en
pacientes con infeccion cronica por el VIH y con recuentos bajos de CD4* (<350 cel/pl)

(136,137). Por otro lado, altos niveles de DN capaces de secretar citoquinas similares
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a las secretadas por las células CD4" (IL-4, IL-17, IFN-y, TNF-a) y mantener funciones
Th, se han involucrado en la prevencion de la progresion del Simian Inmunodeficiency
Virus y en el control de la primo-infeccién en pacientes con VIH-1 (138,139).

Los bajos niveles de DN en sangre periférica de los pacientes con TUA podrian ser o
bien una consecuencia de la toxicidad directa del alcohol sobre las células que salen
del timo, o bien el reflejo de una pérdida de la regulacion del sistema inmune como
consecuencia de una activacion persistente (96,140). Se ha descrito ademas el papel
de los DN en contrarrestar los CD8" activos y de modular su activacién por medio de la
produccion de TGF-B1/IL-10 (138). En la presente Tesis, se ha observado una
correlacion positiva entre el nimero absoluto de DN, DP y CD8*, sugiriendo el papel
de estas poblaciones en la regulacion del sistema inmune.

Uno de cada cuatro pacientes con TUA presenta valores altos en el numero absoluto y
en el porcentaje de DP.

Los resultados muestran que la alteracion en los DP en los pacientes con TUA esta
asociada con el sexo. En concreto, las mujeres tienen mayor probabilidad de tener DP
altos que los hombres. Estudios previos en poblacién general no han observado
diferencias en las poblaciones DN y DP en funcion del sexo, a pesar de que se ha
descrito que las mujeres tienen tendencia a presentar mayor numero de CD4* y CD8"
que los hombres (58,133). Hay evidencias sobre el papel de los estrégenos en las
diferencias de sexo observadas en relacion al metabolismo y sensibilidad al alcohol;
en concreto, el efecto protector de los estrégenos sobre el sistema inmune es inhibido
por el alcohol (141). Como se ha comentado anteriormente, los DP se han asociado a
activacion croénica del sistema inmune en el contexto de infecciones persistentes,
enfermedades autoinmunes y a tumores, pero su rol en las mujeres con TUA debera
ser dilucidado (64,142).

La edad tiene un especial protagonismo en el sistema inmune; en pacientes con TUA

hemos observado un recuento mantenido de CD4" en los pacientes mas jovenes y una
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tendencia a tener menor numero de DN a mayor edad. Mdltiples estudios han descrito
los mecanismos por los cuales la edad genera cambios funcionales en el sistema
inmune, y en concreto como contribuye a una pérdida funcional de LT (143,144). La
edad esta relacionada directamente con una involucion o atrofia del timo,
disminuyendo no solo en tamafio sino en celularidad, y generando, a medida que
avanzan los afios, menos LT maduros (145).

Otro hallazgo interesante en nuestro estudio es que el 13% de la serie de 238
pacientes presenta recuentos bajos de CD4* (<600 cel/ul); este resultado pone de
manifiesto que una parte de los pacientes con TUA estan a riesgo de desarrollar
infecciones oportunistas (146). Son varios los procesos descritos que contribuyen a la
linfopenia CD4* como son el exceso de citoquinas pro-inflamatorias y de RLO (sepsis)
o de metabolitos téxicos (isquemia e hipoxia tisular) (77). En estas situaciones, el
sistema inmune es capaz de generar respuestas para favorecer la proliferaciéon vy
restauracion de los niveles de CD4* (66); sin embargo, una proporcion de pacientes se
mantendran linfopénicos, con una reduccion en la capacidad de reconocer nuevos
antigenos (147).

Por otro lado, la linfopenia CD4* se asocia de forma inversa con abuso de cocaina.
Son varios los trabajos de laboratorio que describen la relacién entre las alteraciones
de la inmunidad adaptativa y el uso de esta droga (148,149). En humanos, los estudios
publicados muestran resultados contradictorios; por un lado no han demostrado
diferencias en el nimero de subpoblaciones de LT, LB o NK en funcién del consumo
de cocaina (150,151), mientras que el numero de CD4* basal y durante el seguimiento
se ha reportado mayor en pacientes expuestos a la marihuana, cocaina y otras drogas
(151). Los datos aqui presentados van en sentido contrario, si bien no se analizaron en
funcién de la cantidad de cocaina consumida ni la duracién del consumo, limitando el
poder determinar en qué sentido la cocaina afecta al recuento de CD4".

Los CD8" son esenciales para el control de infecciones agudas y para controlar
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infecciones persistentes, confiriendo proteccion a largo plazo para re-exposiciones
virales. En nuestro estudio, niveles elevados de CD8* se han visto relacionados con
haberse inyectado drogas. Esta asociacion podria explicarse por una
sobreestimulacion del sistema inmunitario en pacientes que se inyectan sustancias y
pueden quedar expuestos a infecciones como VHC, extremadamente prevalente en
esta poblacién (152,153). Dicha estimulacién antigénica persistente podria explicar
ademas la correlacion positiva entre DP y DN con los CD8* que se ha comentado
anteriormente; esta correlacion podria ser el resultado de una estimulacion RCT o de
una diferenciacién de células activas (CD8* o CD4*) hacia células reguladoras o
células efectoras (DP o DN) (56,154).

Por ultimo, sefalar también que la probabilidad de tener DN bajos y CD8" elevados se
ha asociado con la albumina sérica, insinuando la posible relacion entre nutricion,

metabolismo celular y regulacion de los LT.

Marcadores de activacion de LT

El segundo trabajo demuestra que los pacientes con TUA tienen mayor expresiéon de
marcadores de activacion de LT, si se compara con controles sanos. En concreto,
presentan mayor expresion de CD38" y HLA-DR* en los CD8" y esta expresion se
correlaciona de forma inversa con el numero absoluto y porcentaje de CD4*.

Son varios los mecanismos a través de los cuales el alcohol pudiera favorecer la
activacion de los LT, si bien muchos de ellos no estan del todo dilucidados (155). Los
aductos proteicos y radicales libres generados del metabolismo del alcohol pueden ser
una fuente de antigenos capaces de producir anticuerpos especificos (156). Ademas,
el aumento de endotoxinas en la circulacion sistémica y portal, que contribuye a un
estado pro-inflamatorio, también favorece la activacién inmunitaria (157).

Un hallazgo interesante es la relacién inversa entre el porcentaje de CD8* CD38*

/HLA-DR* y el numero absoluto y porcentaje de CD4*, planteando la posibilidad de que
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a mayor activacion de los LT, en concreto de los CD8*, hay una pérdida tanto en
proporcidon como en numero absolutos de CD4*. Esta relacion pudiera ser uno de los
mecanismos que explican la linfopenia de los pacientes con TUA, y en consecuencia,
la mayor predisposicion y peor curso clinico de infecciones virales y bacterianas (39).
En este sentido, la constante activacion inmunolégica favorecida probablemente por
una estimulacion antigénica persistente, podria alterar la homeostasia de los LT vy
favorecer el agotamiento inmunoldgico.

En todo caso, nuestro indicador de activacion linfocitaria basado en los dos
marcadores analizados (CD38 y HLA-DR) permitiria identificar a pacientes con mayor
riesgo de inmunodeficiencia ya que su marcada relacion con la disminucion del
numero absoluto de CD4" es sefal de una disregulacion del sistema inmune que
puede conllevar a un agotamiento del mismo.

Finalmente, los pacientes con mayor activacion linfocitaria CD8"* presentan niveles de
creatinina sérica bajos y mayor proporcion de esteatosis hepatica. Dentro de la
patogénesis de la hepatopatia alcohdlica, la activacién de la inmunidad innata
contribuye al inicio y progresion del dafio hepatico. Los diversos factores implicados
(LPS, células de Kupffer, sistema del complemento) activan la produccion de
citoquinas pro-inflamatorias (TNF-a) y RLO que causaran dafio hepatocelular (158).

El papel de la inmunidad celular en el desarrollo de la hepatopatia alcohélica es menos
reconocido; se ha descrito un aumento de anticuerpos contra aductos de la
peroxidacion lipidica, un aumento del numero de LT en el higado y una activacion de
la inmunidad adaptativa por parte de aductos proteicos (159).

La correlacion inversa con los niveles de creatinina pudiera estar justificada en el
contexto de la desnutricion proteica de estos pacientes mas que con la alteracién en la
tasa de filtrado glomerular. Si bien no se describe en los resultados, ningun paciente
presentaba insuficiencia renal.

Actualmente, se esta trabajando en un tercer articulo cuyo objetivo es analizar la
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diferenciacion de LT en 79 pacientes con TUA y los resultados obtenidos sugieren que
estos pacientes presentan una diferenciacion celular hacia poblaciones mas maduras
en comparacion con los controles sanos. En concreto, los pacientes con TUA
presentan menos poblaciones naive (CCR77/CD45RA*) y mas poblaciones de
memoria, tanto LTuc (CCR7*/CD45RA), como LTwe (CCR7/CD45RA") en los CD4* y
CD8*. Ademas, en el paciente con TUA hemos podido observar un aumento de todas
las poblaciones Th1, Th2 y Th17, con mayor expresién de poblaciones Th2 respecto a

personas sanas.

Limitaciones

Los estudios presentados en esta Tesis tienen varias limitaciones que deben ser
mencionadas. En primer lugar, se trata de disefios transversales en pacientes que
ingresan para tratamiento de TUA; las muestras de sangre periférica se obtuvieron en
las primeras 24 horas de ingreso y no se analizan cambios posteriores una vez se
consigue la abstinencia al alcohol. Por otro lado, si bien se excluyeron pacientes con
infeccion por VIH, cancer, tratamiento inmunosupresor o con enfermedades
autoinmunes, factores como el consumo de otras sustancias podrian jugar un papel
en las alteraciones inmunitarias; de hecho, el consumo de tabaco y cocaina se han
asociado con alteracion de CD4* (160,161). Finalmente, los estudios estan limitados al
analisis del fenotipo celular y no se acompanan de estudios in vitro para valorar la
capacidad funcional de respuesta a mitégenos o la capacidad proliferativa.

En resumen, los pacientes con TUA presentan una alteracion del numero y fenotipo de
los LT, con menos poblaciones DN, mas poblaciones DP y mas poblaciones activas
expresadas mediante los marcadores CD38 y HLA-DR. Esta activacion celular se
correlaciona de forma inversa con el niumero y porcentaje de CD4*. Finalmente, los
pacientes con TUA presentan menos poblaciones naive y mas poblaciones de

memoria y efectoras. Tanto la activacion del LT como la linfopenia pudieran contribuir
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a estos ultimos hallazgos. Queda la pregunta sobre cémo estas alteraciones pudieran
afectar la interaccion con las demas células de la inmunidad innata y adquirida, y cémo
contribuyen a la pérdida de una adecuada respuesta inmune, a la menor capacidad de
reconocer nuevos antigenos y a la generacion de auto-anticuerpos en los pacientes
con abuso cronico de alcohol.

En todo caso, los resultados de esta Tesis plantean la necesidad de ampliar el debate
sobre la utilidad de realizar pruebas de cribado inmunolégico celular para identificar
grupos de alto riesgo en pacientes con TUA, con el fin de enfocar en ellos todas las
medidas preventivas. A pesar del esfuerzo y progreso en la prevencion, los clinicos e
investigadores tienen el reto de entender y tratar el dafo sistémico ocasionado por el
uso croénico de alcohol.

En concreto, es crucial entender la repercusién del alcohol en el sistema inmune y su
relacién con la patogenia de o6rganos relacionados. Conocer a nivel molecular y
biolégico las consecuencias del alcohol en el sistema inmune, resultaria efectivo para
generar terapias que modulen la expresion de genes o modifiquen el estado redox de
las células. Anadir la citometria de flujo en el proceso asistencial de los pacientes
asintomaticos con TUA pudiera contribuir a identificar alteraciones del sistema inmune
y a motivar una evaluacién y seguimiento de las comorbilidades relacionadas
(infecciones, cancer, hepatopatia, hepatitis autoinmune, pancreatitis). Finalmente,
analizar los cambios de expresidn de estos marcadores una vez se consigue la
abstinencia al alcohol, nos ayudaria a entender la reversibilidad del efecto deletéreo

del alcohol en el sistema inmune.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones que se derivan de esta Tesis por compendio de articulos

publicados son las siguientes:

Alteraciones cuantitativas de todas las subpoblaciones de linfocitos T son
frecuentes en pacientes que solicitan tratamiento del TUA. Edad, género,
estado nutricional y consumo de otras sustancias, en especial cocaina, son

factores asociados a dichas alteraciones.

Mas de la mitad de los pacientes presentan linfocitos DN bajos y en uno de
cada cuatro se observan valores elevados de CD8" y de DP, hallazgos que
pudieran relacionarse con el intento de regular el sistema inmune en
condiciones de estimulacion crénica. La linfopenia CD4*, presente en un 13%
de los pacientes con TUA, pone de manifiesto una inmunodeficiencia

secundaria que puede conducir a la aparicion de infecciones oportunistas.

Se demuestra un exceso de activacion linfocitaria (CD8") en los pacientes que
solicitan tratamiento del TUA en comparacion con individuos sanos; el exceso
de activacion se correlaciona de forma inversa con el recuento de linfocitos
CD4*, sugiriendo que la activacidon crénica del sistema inmunolégico podria

favorecer la linfopenia.

El indice o marcador del exceso de activacion linfocitaria propuesto, definido
como el cociente de células no activas (CD38/HLA-DR") respecto a las células
con doble marcador de activacion (CD38*/HLA-DR"), puede ser util en la
practica clinica cotidiana para identificar casos con mayor riesgo de

inmunosupresion asociada al abuso de alcohol.
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LINEAS DE FUTURO QUE SE DESPRENDEN DE LA INVESTIGACION

Son diversas las nuevas lineas de investigacion generadas a partir de los estudios
presentados en esta Tesis, 0 que siguen abiertas a discusién en esta linea de trabajo.
Una de las principales nuevas lineas de investigacion que se desprende de los
resultados, se basa en averiguar si las frecuentes alteraciones en los LT observadas
en los pacientes con TUA son o no reversibles una vez el paciente se mantiene
abstinente al alcohol.

Por otro lado, seria de especial interés conocer si la alteracion en el niumero y fenotipo
de los LT que observamos en sangre periférica, es el reflejo de lo que ocurre en los
organos mas afectados por el abuso crénico de alcohol.

En relacion al estudio de activacion linfocitaria, la mayor expresiéon de marcadores de
activacion observada en pacientes con TUA nos obliga a preguntarnos a qué es
debida, si a una mayor exposicion a endotoxinas o a auto-antigenos o bien es
consecuencia del aumento de RLO que favorece el metabolismo del LT. Ademas,
seria interesante analizar cual de los marcadores biolégicos que se estudian
actualmente (microbiota intestinal, estrés oxidativo, nivel de endotoxinas), se
correlaciona mejor con la activacion del sistema inmunolégico en pacientes con TUA.
Algunos estudios han descrito que la activacion persistente del sistema inmunolégico
se asocia a la presencia de infecciones virales latentes (VEB, CMV, VHC, VIH). Por
otro lado, los resultados indican que también estd asociada al TUA, hecho que nos
lleva a querer analizar qué sucede en situaciones en las que concurren ambas
condiciones.

De los dos trabajos que conforman la presente Tesis, se desprende que el estado
nutricional de los pacientes con TUA pudiera jugar algun papel en el sistema inmune
de estos pacientes. En este sentido, se abre la posibilidad de realizar diferentes

estudios que analicen la desnutricion proteica en relacion a las alteraciones de las
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distintas subpoblaciones linfocitarias y que ayuden a entender de qué forma estan
asociadas estas dos condiciones.

Finalmente, y como derivada de los analisis que se estan llevando a cabo sobre la
diferenciacion celular, nos preguntamos qué mecanismos contribuyen a que los
pacientes con TUA presenten poblaciones mas maduras, con la consecuente pérdida
de poblaciones naive, y como afecta esta situacién al reconocimiento de nuevos

antigenos.
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Resumen

Abstract

El Programa Alcohol de la Red de Trastornos Adictivos (RTA) requiere de un
{inal para dar i
el trastomo por uso de alcohol. El proyecto CohRTA es un estudio multicéntrico

estudio clinico 1 spuesta a pregy de ion en
de investigacién cooperativa que se pone en marcha para mejorar la prevencién
secundaria y el diagnéstico precoz de los procesos patolégicos asociados al
trastormo por uso de alcohol.

Méodo: estudio observacional en cohorte multicéntrica de pacientes mayores

de 18 anos que solicitan tratamiento del trastorno por primera vez y autorizan

su participacion. La informacion clinica se recoge en una plataforma online
disenada para el estudio y puede ir acompanada de una muestra biolégica

que se deposita en un biobanco. Se recogen datos basales y prospectivos,

sociodemogrificos, epidemiologicos, clinic diciembre de

yde tratamiento. /

2015 son 10 los centros proveedores de p: clutar mads de

cientes y se

spera
1.000 pacientes en los préximos afios.

Resultados: se dispone de 344 pacientes (77% hombres) que cumplen los
108 (RIQ: 43-55 afas).

La edad de inicio de consumo de alcohol fue de 15 anos (RIQ; 14-18 anos) y

criterios de inclusion en el estudio y con una edad de 50

un 61% tenian antecedente familiar de trastorno por uso de alcohol. Durante
los 30 dias previos al inicio del tratamiento los pacientes bebian 125 UBE/
dia (RIQ: 7.1-20 UBE/dia), el 72% fumaba tabaco y ¢l 30% consumia cocaina.
Conclusiones: Disponer de una cohorte abierta y multicéntrica de pacientes
con trastorno por uso de alcohol serd ttil para analizar las consecuencias del
abuso de alcohol, potenciar la investigacion traslacional y afadir valor a la

investigacién clinica y bisica del Programa Alcohol dentro de RTA/RETICS.

The Alcohol Program of the Spanish Network on Addictive Disorders-RTA
requires a longitudinal study to address different research questions related to
alcoholism. The cohort study (CohRTA) focuses on patients secking treatment
foralcohol use disorder, as a multicentre, collaborative research project aimed
to improve secondary prevention and carly diagnosis of pathological processes
associated with the disorder.

Methods: multicentre cohort study in adults (518 years) seeking their first
treatment of the disorder. Patients sign an informed consent and data is
collected in an online platform specifically designed for the study; patients
are also requested to provide biological samples that are stored in a biobank.

Bascline and prospective, socio-demographic, epidemiological, clinical and

treatment data are collected. Currently ther

e 10 participating centres that
expect to recruit more than 1,000 patients.
Results: As of December 2015, 344 patients (77% men) were included. Median
s (IQR: 4355
alcohol consumption was 15 years (IQR: 14-18 years) and 61% of cases reported
antecedents of alcohol use disorder in the family. During the 30 days prior to
1 1to 12.5 SDU/day (IQR: 7.1-20 SDU/
tobacco smokers and 30% currently used cocaine.

age at admission was 50 y

years). Median age at the start of

alcohol ¢

day), 72% of the patients we

Organising an open cohort of patients with alcohol use disorder may be crucial
to better und d the clinical il s of alcoholi
cohort may | ate q research within the Spanish
Network on Addictive Disorders-RTA/RETICS. Ha

representative cohort of patients will increase translational research on

in Spain. This
ive and q

ng a well-established,

Con una cohorte bien establecida y representativa se espera la
cantidad y calidad cientifica en relacién a las complicaciones del trastoro por
uso de alcohol y sus consecuencias clinicas y sociales en Espaiia.

Palabras clave: Trastomo por uso de alcohol; Estudio de cohorte; Investigacion.

! of alcoholi
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Pacientes con trastorno por uso de alcohol: resultados iniciales de un registro multicéntrico
en la Red de Trastornos Adictivos-RTA. Estudio CohRTA

a Organizaciéon Mundial de la Salud estima que

76 millones de personas tienen abuso o depen-

dencia de alcohol en el mundo (World Health

Organization, 2010). En Espana, la prevalencia
de consumo de alcohol es elevada, ya que el 79% de la po-
blacion general entre 15 y 64 anos ha consumido alcohol
en el ltimo ano (84% de los hombres, 73% de las muje-
res) y un 11% bebe alcohol diariamente segiin la encues-
ta domiciliaria de 2009-2010 (Observatorio Espanol sobre
Drogas, 2011). Esta misma encuesta sittia a los bebedores
de riesgo (ingesta de alcohol superior a 50 gramos/dia en
hombres y 30 gramos/dia en mujeres) en el 4,4% de la
poblacién general. En el grupo de edad entre 15y 24 anos,
la prevalencia del consumo de alcohol de riesgo en muje-
res es del 6% y en hombres del 5% (Observatorio Espanol
sobre Drogas, 2011) .

Los problemas de salud relacionados con el abuso de
alcohol son relativamente frecuentes en la poblacion espa-
nola y por ello en el sistema sanitario. Ademas, cada ano
cerca de 30.000 personas solicitan tratamiento del trastor-
no y hasta un 61% de ellas se observa que también han
consumido cocaina (Observatorio Espanol sobre Drogas,
2011).

El trastorno por uso de alcohol es una enfermedad
cronica que puede cursar con multiples alteraciones orga-
nicas. El dano que el alcohol causa en 6rganos y tejidos
depende esencialmente de la cantidad total de etanol in-
gerida a lo largo de la vida y del patrén de consumo, aun-
que también intervienen variables genéticas, biolégicas y
ambientales; entre las principales alteraciones organicas
del alcoholismo, ahora definido como trastorno por uso
de alcohol segiin el DSMV (American Psychiatric Associa-
tion, 2013), destacan las hepdticas, neuro-psiquidtricas,
cardiovasculares, infecciosas y el cincer; es mds, el riesgo
de padecer una enfermedad asociada al abuso de alcohol
empieza con niveles relativamente bajos de consumo dia-
rio de alcohol (30g/dia) (Thomas et al., 2000).

El pronéstico de los miiltiples trastornos organicos de-
rivados del abuso de alcohol también depende de diversos
factores. El alcohol puede causar lesiones en 6rganos y sis-
temas tras un consumo prolongado pero también dano a
corto plazo, tras ingestas de alcohol en atracones (binge
drinking) o en el contexto de intoxicaciones etilicas. Exis-
ten también marcadas diferencias segtin el sexo ya que las

mujeres tienen mayor riesgo de desarrollar enfermedad

hepidtica que los hombres y en los tltimos anos se ins
te también en el mayor riesgo de ciancer de mama en be-
bedoras habituales (Bagnardi, Blangiardo, La Vecchia, y
Corrao, 2001). Por otro lado, el consumo exagerado de
alcohol explicaria una parte importante de la mortalidad
por lesiones no intencionadas (accidentes, ahogamiento,
hipotermia, quemaduras), intencionadas (suicidio) u otras
enfermedades graves que acarrean una elevada mortalidad
durante el episodio agudo (Naimi et al., 2003). En todo

caso, la mortalidad de pacientes con trastorno por uso de
alcohol es elevada y puede llegar a ser hasta 20 veces supe-
rior a la de la poblacién general de la misma edad (Fuster
etal., 2015; Rivas et al., 2013; Roerecke y Rehm, 2013).

Otro aspecto a tener en cuenta en la epidemiologia ac-
tual del trastorno por uso de alcohol es la concurrencia
del consumo de otras sustancias, en particular de cocaina,
cannabis y tabaco (Fuster et al., 2015; Observatorio Espa-
nol sobre Drogas, 2011; Rivas et al., 2013) El consumo de
cocaina en combinaciéon con alcohol aumenta los niveles
plasmiticos de cocaina en hasta un 30% con lo que ello
implica en el riesgo de de desarrollar una enfermedad car-
diovascular, amén de generar un intermediario metaboli-
co, el cocaetileno de gran potencia psicotrépica y efectos
cardiotoxicos (Pennings, Leccese, y Wolff, 2002). Desde
una perspectiva conductual, el consumo de cocaina facilita
el consumo de alcohol ya que consumir cocaina permitiria
beber alcohol durante mads tiempo, lo que a su vez puede
incrementar la cantidad de cocaina consumida (Gossop,
Manning, y Ridge, 2006).

Es bien sabido que la informacién clinica que aportan
las series de casos es esencial para mejorar la calidad de
la asistencia y actualizar el prondstico de cualquier enfer-
medad. En ese sentido, disponer de una cohorte de casos
con trastorno por uso de alcohol puede resultar clave para
mejorar el tratamiento de la enfermedad y potenciar la
investigacion centrada en el paciente. De hecho, revitali-
zar la investigacion clinica estd en el orden del dia de las
agencias espanolas y europeas de investigacion; adems, la
asistencia a pacientes debiera ser el puente entre ciencia
basica y efectividad clinica (Pons, Rodés, Andreu, y Are-
nas, 2013).

La Red de Trastornos Adictivos (RTA) es una de las Re-
des Tematicas de Investigacion Cooperativa en Salud (RE-
TICS) del Instituto de Salud Carlos III. Desde su inicio en
2003, los objetivos cientificos de la RTA se centran en in-
vestigar en el trastorno por uso de sustancias y en la etapa
iniciada en 2013, en las dos sustancias con mayor impacto
en nuestra sociedad: alcohol y cocaina.

Desde el Programa Alcohol de la RTA se ha impulsado
la creacion de una cohorte multicéntrica para el estudio de
pacientes que solicitan tratamiento del trastorno por pri-
mera vez (proyecto CohRTA). En los estudios de cohorte,
los pacientes se seleccionan en funcion de una determina-
da caracteristica o exposicion y una vez visitados en la pri-
mera ocasion son seguidos en el centro de reclutamiento
lo que permite analizar la evolucién a largo plazo y la apa-
ricion de incidencias clinicas en funcién de distintos facto-
res de exposicion. Los objetivos y plan de actuacion de este
estudio de la RTA se han presentado en foros cientificos de
la Sociedad Espanola de Medicina Interna (SEMI) y de la
Sociedad Cientifica Espanola de Estudios sobre Alcohol,
Alcoholismo y otras Toxicomanias (Socidrogalcohol). Ade-
mas del soporte econémico del ISCIIL, el proyecto CohRTA

ADICCIONES, 2017 - VOL. xx NUM. x

80

——
| —



ANEXO 1.Publicaciones del candidato doctoral relacionadas con la introduccion

Arantza Sanvisens, Paola Zuluaga, Inmaculada Rivas, Gabriel Rubio, Antoni Gual, Marta Torrens, Antoni Short,
Francisco Javier Alvarez, Jordi Tor, Magi Farré, Fernando Rodriguez de Fonseca, Roberto Muga y CohRTA.

cuenta con financiacion adicional del Plan Nacional sobre

Drogas (PNSD) a través de las ayudas para la investigacion
de 2014; la ayuda adicional del PNSD ha supuesto la am-
pliacién del proyecto a centros clinicos no pertenecientes
a la RTA, lo que permitird aportar un mayor nimero de
casos a la cohorte y ampliar la validez externa.

El objetivo ultimo del estudio es establecer una plata-
forma estable de centros asistenciales para potenciar el
conocimiento clinico y basico en el trastorno por uso de
alcohol.

Metodologia

Diseiio del estudio

CohRTA es una cohorte abierta, prospectiva y multicén-
trica de adultos que solicitan tratamiento del trastorno por
uso de alcohol por primera vez. El estudio estd anclado
en centros asistenciales del Sistema Nacional de Salud que
pertenecen a la Red de Trastornos Adictivos de RETICS y
en otros que manifestaron su interés en participar después
de conocer la propuesta.

En su fase inicial, el proyecto cuenta con la participa-
cion de 10 centros asi como de un biobanco que coleccio-
na las muestras bioldgicas de los pacientes que se incluyen
en la cohorte. Los centros participantes en el estudio, asi
como sus caracteristicas se pueden ver en la Tabla 1.

El inicio de reclutamiento de pacientes fue en Junio de
2013, momento en que el Comité Etico de Investigacion
Clinica (CEIC) del centro coordinador del estudio apro-
bé oficialmente el proyecto, si bien cada centro empezo

el reclutamiento en funcion de la fecha de aprobacién de
su propio CEIC (Tabla 1). Los pacientes que se incluyen
en la cohorte multicéntrica deben cumplir los siguientes
criterios: ser mayor de 18 anos, tener un diagnéstico de
trastorno por uso de alcohol segtin criterios del DSMV(A-
merican Psychiatric Association, 2013) y firmar un con-
sentimiento informado para la cesion de datos y muestras
biologicas.

Aspectos éticos

Cada centro participante ha gestionado con su respecti-
vo CEIC la aprobacion del protocolo del estudio y el con-
sentimiento informado que se administra a los pacientes
en la primera visita. El consentimiento informado para la
utiliza

ion de datos clinicos y muestras biologicas fue dise-
nado junto con miembros del Biobanco de la RTA situado
en la Universidad Miguel Herniandez, San Juan de Alicante
y hasido aprobado por cada uno de los CEIC de los centros
participantes.

Ademds, el proyecto cuenta con el reconocimiento de
la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sani-
tarios como Estudio Observacional no Postautorizacion
(No-EPA).

Los pacientes que firman el consentimiento informado
lo hacen bajo la premisa de que la informacion que pro-
porcionan es anénimay de que pueden revocar su consen-
timiento en cualquier momento, de conformidad con la
Ley Espanola de Proteccion de Datos. En el consentimien-
to informado también se contempla la opcién de que el
paciente pueda ceder tnicamente datos clinicos.

Tabla 1. Centros participantes en el estudio CohRTA, Programa Alcohol,

Red de Trastornos Adictivos-RTA a Diciembre de 2015.

Centro Ciudad Tipo de recurso asistencial Perfil Vinculacién Cédigo CEIC
Hospital Univ. Germans Badalona Unidad de Adicciones Medicina Interna RETICS/ PNSD  PI-13-031
Trias i Pujol*
Hospital del Mar Barcelona Unidad de Adicciones Psiquiatria RETICS 2013/5313/1
Hospital Clinic de Barcelona Barcelona Unidad de Alcohologia Psiquiatria RETICS 2013/8738
Hospital Universitari de Bellvitge L'Hospitalet de Llobregat ~ Unidad de Adicciones Medicina Interna PNSD PRO49/14
Hospital Clinico Universitario Salamanca Servicio de Medicina Interna Medicina Interna RETICS E.0.13/337
Hospital 12 de Octubre Madrid Servicio de Psiquiatria Psiquiatria RETICS 15/065
Universidad de Valladolid Valladolid Alcohélicos Rehabilitados de  Atencién primaria RETICS PI13-120
Valladolid (ARVA)
Hospital Universitari Son Espases  Palma de Mallorca Unidad de Problemas Medicina Interna PNSD 1B2357/14 Pl
Relacionados con el Alcohol
(UPRA)
Hospital Lucus Augusti Lugo Servicio de Medicina Interna Medicina Interna PNSD 2015/010
Centro Delta Badalona Centro Municipal de Atencién a Atencién primaria PNSD PI-13-031
las Drogodependencias
Universidad Miguel Herndndez San Juan de Alicante Biobanco RETICS

Nota. *Centro coordinador
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Informacién registrada

Se han disenado dos cuestionarios estructurados, uno
para la entrada del paciente en el estudio de cohorte y otro
para las visitas de seguimiento.

En el cuestionario basal se incluyen variables sociode-
mogrificas, antecedentes familiares, variables del consumo
de alcoholy de sustancias de abuso y variables clinicas, ana-
liticas y del tratamiento del trastorno.

Para evaluar la comorbilidad médica de los pacientes
que entran en el estudio se utiliza el indice Cumulative
Illnes Rating Scale-Substance Abuse (CIRS-SA) (Castillo et
al., 2004). Se trata de una herramienta que analiza la pre-
sencia o ausencia de enfermedad en 13 6rganos o sistemas:
1) Cardiaco, 2) Vascular, 3) Respiratorio, 4) Ojos, oidos,
nariz, garganta y laringe, 5) Gastrointestinal alto, 6) Gas-
trointestinal bajo, 7) Higado, 8) Renal, 9) Genitourinario,
10) Musculo-esquelético, 11) Neurologico, 12) Infeccio-
nes, endocrinologia, metabdlico, 13) Infeccion por VIH.

Ademas, cada 6rgano o sistema recibe una puntuacion
entre 0y 4 segun la severidad de la afectacion: 0, ausen-
cia de afectacion; 1, afectacion leve (problema leve actual
o antecedente de problema significativo); 2, afectacion
moderada (discapacidad moderada o morbilidad que re-
quiere tratamiento de primera linea); 3, afectacion severa
(discapacidad severa/constante o problemas crénicos in-
controlables); 4, afectacion muy severa (extremadamente
grave/requiere tratamiento inmediato/insuficiencia orga-
nica/deterioro severo de la funcion).

Para evaluar la comorbilidad psiquidtrica, el estudio Co-
hRTA realiza un cribaje de depresion, psicosis, trastorno
de atencion e hipereactividad, estrés postraumatico, ansie-
dad generalizada, panico, fobia social y mania.

Un resumen detallado de estas variables se puede ver
en la Tabla 2.

El cuestionario de seguimiento de los casos incluye da-

tos sobre el consumo de alcohol posterior al primer tra-

tamiento, ademds de incorporar la aparicién de eventos

clinicos y muerte.

Ademas, se ha previsto la opcion de anadir al protocolo
inicial del estudio una serie de médulos especificos para
estudios adicionales; entre ellos, el cuestionario PRISM
(Psychiatric Research Interview for Substance and Mental
Disorder) ya se ha empezado utilizar en algunos centros.
Otros como la valoracion de la ideacion suicida, uso de
servicios de salud o calidad de vida estin por determinar.
Ademds, por ahora se ha implementado un modulo que
contiene el cuestionario de salud general SF-12.

El cuestionario SF-12, consta de 12 preguntas que pro-
porcionan una medida subjetiva del estado de salud. Evalia
ocho aspectos: estado fisico, limitaciones por problemas
fisicos de salud, funcionamiento social, dolor corporal, sa-
lud mental, limitaciones por problemas personales o emo-
cionales, vitalidad y salud general. Se trata de una version
reducida del cuestionario SF-36 que ha sido validada en

Tabla 2. Variables de estudio en los pacientes filiados
en el estudio CohRTA, Programa Alcohol, Red de Trastornos
Adictivos-RTA.

Identificadores paciente
Fecha de nacimiento
Filiacion Sexo
Fecha de inclusion
Recogida de muestras biolégicas y fecha

Estado civil
Sociodemogréficas Situacién socioeconémicay laboral
Nivel de estudios
Diagnéstico Severidad del trastorno por uso
de alcohol seglin DSMV
Historia de consumo
Patrén consumo actual* (cantidad y frecuencia)
Consumo alcohol Tiempo de abstinencia
Intoxicaciones etilicas
Antecedentes familiares
Tabaco (historia de consumo,
patrén consumo actual)
Cocaina (historia de consumo,
patrén consumo actual)
Cannabis (patrén consumo actual)
Consumo otras Anfetaminas (patrén consumo actual)
sustancias Alucinégenos (patrén consumo actual)
Opiaceos (patrén consumo actual)
Inhalantes (patrén consumo actual)
Drogas emergentes (patrén consumo actual)
Drogas por via intravenosa (historia de consumo,
consumo actual)
Hemograma (10 parametros)
Bioquimica (28 pardmetros)
Analitica general Estuf:lio_de a‘n‘emias 8 pal:éme!ros)
gias viricas (10 0s)
Drogas de abuso en orina (opidceos, cocaina,
cannabis, anfetaminas)
i Orgénica seg(n indice CIRS-SA**
Spmorbliidad Psiquiatrica segin cribaje distintas patologias
Farmacolégico (farmaco, fecha inicioy final,
s dosis prescrita)
Tratamiento

Intervenciones terapéuticas no farmacolégicas
(tipo y fecha)

Nota. *Se considera consumo actual el realizado los dltimos 30 dias;
**Cumulative Illnes Rating Scale-Substance Abuse.

distintas poblaciones y paises y que es sensible a cambios
terapéuticos (Gandek et al., 1998; Salyers, Bosworth, Swan-
son, Lamb-Pagone, y Osher, 2000).

Proceso de recogida de datos

Cada centro participante tiene asignada una persona
encargada de la recogida de datos de los pacientes en es-
tudio. El almacenaje de la informacion y las actualizacio-
nes periodicas se hacen mediante una plataforma disena-
da para dicho fin (Coresfot Clinico, www.coresoft.es ) por
profesionales dedicados al desarrollo, mantenimiento y
soporte de registros clinicos online que cumple con la Ley
Organica de Proteccion de Datos, asi como con las leyes
vigentes sobre seguridad y confidencialidad. La implemen-
tacion del aplicativo para la introduccion de datos se ha
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hecho en dos fases: una primera fase (septiembre 2014)
en la que estaban disponibles los médulos de informacion
referentes a las variables sociodemogrificas y de consumo
de drogas y en la cual tinicamente tenian acceso los grupos
pertenecientes a la RTA y una segunda fase (septiembre
2015) en la que se implementaron los médulos clinicos y
en la que se abrio el acceso a la plataforma a aquellos gru-
pos clinicos incluidos en la ayuda adicional del PNSD.

Biobanco

Los centros participantes en el estudio CohRTA dispo-
nen de un biobanco de referencia para la recepcion y al-
macenamiento de muestras biolégicas. Cada muestra de-
ber estar identificada con el cédigo del paciente, de forma
que permita su conexion con la base de datos clinicos. Para
la recogida de muestras biologicas se extraen 10 mL de san-
gre que sera procesada para obtener ADN.

El biobanco del proyecto CohRTA estd situado en el
Instituto de Neurociencias de la Universidad Miguel Her-
ndndez, en San Juan de Alicante. El biobanco dispone de
un comité cientifico formado por el coordinador de la
RTA, un responsable local e investigadores de la red. El
sistema de gestion del biobanco cumple con la normativa
internacional UNE-EN-ISO 9001:2008 (N° Registro ER-
0614,/2010).

Segtin la normativa vigente, las muestras biologicas pue-
den cederse a proyectos de investigacion vinculados a la
RTA y relacionados con el trastorno por uso de alcohol,

previa autorizacién de un Comité de Etica.

Criterios de autoria

El proyecto CohRTA dispone de un documento con
los criterios que se seguirdn para la autoria cientifica de
los trabajos que se deriven del proyecto. Estos criterios se
basan en establecer un orden de autorias en la cabecera
de los articulos cientificos y comunicaciones a congresos
y en determinar el contenido del Apéndice que recoge los
distintos participantes y centros de investigacion. Se esta-
blecen criterios de autorias distintos en funcion del grado
de participacion, utilizacion de muestras y/o datos clinicos
o de si los trabajos han sido desarrollados por miembros
del proyecto CohRTA o por otros investigadores preclini-
cos de la RTA que pudieran utilizar muestras biolégicas de
pacientes incluidos en CohRTA.

Andlisis de datos

Se extrajeron del aplicativo las variables sociodemogra-
ficas y de consumo de alcohol y otras drogas de todos los
pacientes registrados entre junio 2013 y noviembre 2015.

Se realiz6 un andilisis descriptivo de los datos en el cual las
variables continuas se describieron mediante la mediana
y el rango intercuartilico (RIQ) y las variables categéricas
mediante las frecuencias relativas. El analisis estadistico
fue realizado con SPSS 15.0 (SPSS, Chicago, IL, USA).
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Resultados

Entre junio de 2013 y noviembre de 2015 se filiaron
344 pacientes, 264 (76.7%) hombres, con una mediana
de edad de 50 anos (RIQ:43-55 anos). La edad de inicio
de consumo de alcohol fue 15 anos (RIQ:14-18 anos) y un
61% referian antecedente familiar de trastorno por uso de
al inicio de tratamien-

alcohol. Durante los 30 dias previc
to, los pacientes bebian una mediana de 12.5 UBE/dia
(RIQ:7.1-20 UBE/dia), un 72% eran fumadores de tabaco
yun 29.7% consumian cocaina. Los datos sociodemogra-
ficos y los relacionados con la historia de consumo de alco-
hol yotras sustancias se muestran en la Tabla 3.

De los pacientes incluidos en el proyecto CohRTA se dis-
pone actualmente de 76 muestras para el estudio del ADN.
El hecho de que el estudio esté asociado a un repositorio de
muestras biolégicas dard lugar a un nimero de proyectos
en los que grupos preclinicos con experiencia en modelos
animales trasladen sus hipétesis a la investigacion en hu-
manos.

Dado el potencial de informacién clinica y biologica
que se puede recoger mediante este estudio, puede servir
de plataforma para la formacion de nuevos investigado-
res clinicos en Espana y la elaboracion de tesis doctorales.
La incorporacién de distintos centros y la implicacion de
grupos clinicos asistenciales en entornos cientificos pue-
den potenciar la investigacion al disponer de métodos
adecuados para responder a retos del diagnéstico, pronés-
tico y tratamiento de la enfermedad. Ademas, el sistema
nacional de salud y la politica cientifica de RETICS apoyan
este tipo de proyectos basados en estructuras nacionales
de investigacion y centrados en el paciente. Programas de
formacién en investigacion del ISCIII como Rio Hortega
o Juan Rodés estin orientados a mejorar las habilidades
investigadoras de jovenes facultativos.

En definitiva, con una cohorte de pacientes bien esta-
blecida se espera aumentar la cantidad y calidad cientifica
en relacion a las complicaciones del trastorno por uso de

alcohol y sus consecuencias clinicas y sociales en Espana.

Discusion

La demanda de tratamiento del trastorno por uso de
alcohol en Espana ha aumentado. El perfil de los pacientes
que solicitan tratamiento del trastorno es el de adultos de
mediana edad, mayoritariamente hombres y que pueden
ser consumidores de cocaina y de cannabis. Este perfil es
similar al descrito en pacientes con trastorno por uso de
alcohol o consumo de alcohol de riesgo a los que se les rea-
liza una intervencién breve en salas de urgencias, atencién
primaria u hospitalizados por otras causas (Heather, 2014;
Mdege et al., 2013; Nilsen et al., 2008). Los resultados que
se muestran en este estudio revelan la severidad del trastor-
no en aquellos que solicitan tratamiento por primera vez y
confirman que éste se produce, en promedio, casi 30 anos
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Tabla 3. Caracteristicas sociodemogrdficas y del consumo de
alcohol y otras sustancias en 344 pacientes con trastorno por uso
de alcohol que solicitan tratamiento por primera vez. Programa
Alcohol, Red de Trastornos Adictivos-RTA.

N=344
n (%)
Sociodemogrificas
Hombres 264 (76.7)
Edad, mediana [RIQ] 50 [43-55]
Esparioles 324 (94.2)
Estado civil (n=335)
Soltero/a 89 (26.6)
Casado/a — Pareja de Hecho 138 (41.2)
Viudo/a 11(3.3)
Separado/a - Divorciado/a 97 (28.9)
Situacién laboral (n=337)
Trabajando 152 (45.1)
Parado 104 (30.9)
Incapacidad permanente / pensionista 69 (20.5)
Otras situaciones 12(3.6)
Consumo de alcohol y otras drogas
Severidad del trastorno por uso de alcohol
segln DSM-V (n=340)
2-5 62 (18.2)
6-8 169 (49.7)
9-11 109 32.1)
Edad inicio consumo alcohol, mediana [RIQ] 15 [14-18]
Edad inicio del consumo regular alcohol, mediana [RIQ] 22[18-30]
UBE /dia, dltimos 30 dias, mediana [RIQ] 12.5[7.1-20]
Tiempo total abstinencia al alcohol (afios), mediana [RIQ] 1[0-3]
Antecedente familiar de trastorno
por uso de alcohol (n=334) 203 (60.8)
Ndmero de intoxicaciones etilicas con atencién médica
alolargo de lavida (n=321)
Ninguna 147 (45.8)
1-5 162 (50.5)
’5 12 (3.7)
Tabaco (n=341)
Si 245 (71.8)
No 62(18.2)
Exfumador 34(10.0)
Consumo en los dltimos 30 dias de:
Cocaina 33(29.7)
Cannabis/marihuana 78(22.9)
Anfetaminas 9(2.6)
Tranquilizantes o benzodiacepinas sin prescripcién médica 20(5.9)
Opidceos sin prescripcién médica 4(1.2)
Consumo de drogas por via parenteral alguna vez en la vida 12 (3.5)

después de iniciar el consumo de alcohol. Una revision sis-
temdtica reciente del trastorno indica que el primer epi-
sodio de tratamiento es tardio y se produce cuando estd
clinicamente establecido (Connor, Haber y Hall, 2016).
Por otro lado, observamos que dos de cada tres pacientes
tenian antecedentes familiares de trastorno por uso de al-
cohol que, de hecho, es uno de los factores de riesgo ya
descritos para esta enfermedad (Connor et al., 2016).
Debido a la escasez de estudios multicéntricos espanoles
en esta patologia, el proyecto de investigacion aqui presen-

tado permitird conocer la dimensién clinica del problema,
su tratamiento y en definitiva actualizard el pronéstico de la
enfermedad. Ademis, el estudio aportard conocimiento en
el abuso de alcohol en la mujer y sus secuelas a largo plazo,
hasta ahora no bien delimitadas; las mujeres con trastorno
por uso de alcohol representan sélo un 20% del total y se
requiere de un amplio reclutamiento de casos para obtener
una muestra representativa. Por otra parte, los resultados
obtenidos en este proyecto podrin ser de utilidad para
plantear nuevas estrategias diagnosticas del trastorno.

La capacidad de investigacion y de transferencia del co-
nocimiento es clave en proyectos multicéntricos. El trabajo
en red es una oportunidad para dar proyeccion a la investi-
gacion centrada en el paciente. Las ventajas de la integra-
cion de grupos clinicos y bdsicos con intereses afines son
innumerables y el proyecto CohRTA puede ser una platafor-
ma adecuada para adaptarse a la investigacion del futuro.

Los estudios de cohorte han supuesto un cambio radi-
cal en el conocimiento de algunas enfermedades. Solo a
modo de ejemplo, buena parte del conocimiento actual en
el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares se
debe al estudio Framingham (EE.UU), una cohorte pros-
pectiva que se empezé a reclutar en 1948 para establecer
los hoy en dia mds que reconocidos factores de riesgo car-
diovascular (McKee, Castelli, McNamara, y Kannel, 1971).
Anos después el modelo de investigacion longitudinal en
esta enfermedad se implanté en nuestra sociedad (Nasce-
tti et al., 2001) como también ha ocurrido en otras como
el VIH/Sida (Sobrino-Vegas et al., 2011) y la enfermedad
tromboembdlica (Nieto y Monreal, 2004); todas ellas han
incrementado de forma notable el conocimiento a través
de una produccion cientifica excelente en sus respectivas
dreas de conocimiento.

En el caso del trastorno por uso de alcohol y de la adic-
cion a las drogas, son varios los estudios de cohorte que
se han desarrollado en nuestro entorno. Cabe citar, por
ejemplo, la cohorte de 850 pacientes que solicitaron trata-
miento por abuso de alcohol a finales de los anos ochenta
(Gual, Lligona, y Colom, 1999; Gual, Lligona, Costa, Segu-
ra,y Colom, 2004), la cohorte Itinere que incluye pacientes
usuarios de heroina y cocaina (Pulido et al., 2009) o la de
cerca de 6.000 pacientes ingresados en unidades hospitala-
rias de desintoxicacion de Barcelonay drea metropolitana,
1.200 de los cuales por dependencia del alcohol (Rivas et
al., 2013; Sanvisens et al., 2014).

El proyecto CohRTA estd especificamente disenado
para analizar pacientes con trastorno por uso de alcohol
desde el momento que solicitan tratamiento del trastorno
por primera vez; el estudio estd anidado en centros de pri-
mera linea asistencial, es rico en datos clinicos y biologicos,
estd orientado al paciente y se centra en conocer el impac-
to del alcoholismo a medio y largo plazo. No obstante, este
tipo de estudios presenta varias limitaciones la principal de
las cuales deriva de su cardcter longitudinal. Los estudios
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longitudinales son costosos, requieren especial dedicacion
para el seguimiento de todos los casos durante un largo
periodo de tiempo y personal cualificado para la actuali-
zacion de datos y andlisis estadistico. Por otro lado, el
cardcter multicéntrico de este estudio puede tener un cier-
to sesgo interobservador para determinadas variables que
requieren de interpretacion (ej. comorbilidad clinicay psi-
quidtrica) si bien este aspecto se ha procurado minimizar
mediante la elaboracién de guias ampliamente detalladas
para la recogida de datos.

Sin embargo, el nivel cientifico de los grupos participan-
tes en CohRTA ya sea en el tratamiento del trastorno (Gual
y Miquel, 2015; Lopez-Pelayo et al., 2014), neuroinflama-
cion y dano cerebral (Montesinos et al., 2015; Pascual, Ba-
lino, Aragén, y Guerri, 2015), inmunidad y genética aso-
ciada a la hepatopatia alcohélica (Chamorro et al., 2014;
Novo-Veleiro et al., 2014), comorbilidad y mortalidad (Ri-
vas etal., 2013; Sanvisens et al., 2014) o dimensién del pro-
blema desde la Salud Publica (Bosque-Prous et al., 2014;
Villalbi, Bosque-Prous, Gili-Miner, Espelt, y Brugal, 2014)
garantizan la viabilidad del proyecto.
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Resumen

Abstract

La infeccién por el virus de la hepatitis C (VHC) es un problema de
Salud Publica de primera magnitud; cada ano ocurren entre 3 y 4
millones de nuevas infecciones y de hecho, la hepatitis crénica C es
una de las principales causas de enfermedad hepitica en el mundo.
Usar drogas por via parenteral estd en el origen de dos de cada tres
nuevas infecciones por VHC en el mundo occidental.

El tratamiento de la hepatitis C va a cambiar en los proximos anos. El
cambio es debido a la aparicién de los llamados Antivirales de Accion
Directa (AAD), unos fairmacos que actiian contra proteinas clave del
ciclo vital del VHC y que serdn mis eficaces, mejor tolerados y se
administraran durante menos tiempo. En este sentido, la nueva guia
de tratamiento de la OMS en 2014 ya incluye alguno de ellos en sus
recomendaciones; los nuevos firmacos se utilizardan en combinacion y
probablemente se podri prescindir del Interferén.

Con la aparicion de mds y mejores antivirales contra el VHC es
probable que debamos revisar el modelo asistencial vigente y
orientarlo hacia uno mds agil e integrador, que trate al mayor niimero
posible de pacientes, incluyendo a aquellos con abuso de sustancias.
Palabras clave: abuso de sustancias; hepatitis C; tratamiento; antivirales

accion directa.

With 34 million of new infections occurring annually, hepatitis C virus
(HCV) infection is a global Public Health problem. In fact, hepatitis
C virus infection is one of the leading causes of liver disease in the
world; in Western countries, two thirds of the new HCV infections are
associated with injection drug use.

The treatment of hepatitis C will change in the coming years with the
irruption of new anti-HCV drugs, the so called Direct Antiviral Agents
(DAA) thatattack key proteins of the HCV life cycle. The new antiviral
drugs are effective, safer and better tolerated. In this sense, the 2014
WHO HCV treatment guidelines include some of them. The new DAA
are used in combination and it is expected that Interferon will be not
necessary in future treatment regimens against HCV infection.

The irruption of new and potent antivirals can make necessary
the review of the current standards of care in the HCV infected
population. More inclusive and proactive treatment policies will be
necessary in those individuals with substance use disorders.

Key words: substance abuse; hepatitis C; treatment; direct antiviral

action.
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I tratamiento de la hepatitis crénica C va a cam-
biar en los proximos anos. El cambio es debido a la
aparicion de farmacos mads eficaces, mejor tolera-
dos, que apenas generan resistencias farmacologi-
cas y que se administraran durante menos tiempo. Estudios
publicados a partir de 2012 muestran la eficacia de algunos
de estos farmacos y si ello es asi, se pondra de manifiesto la
necesidad de expandir el tratamiento a un mayor nimero

de pacientes; por lo tanto, detecciéon de la infeccion y eva-

luacién de la hepatopatia seran relevantes si se confirma que
la curacion de la infeccion puede ser superior al 90%, in-
dependientemente del genotipo viral o de haber fracasado
en tratamientos anteriores. Cuando la eficacia de las nuevas
terapias se confirme en los ensayos clinicos, el tratamiento
de la enfermedad se generalizard y tiempo después se de-
mostrara su efectividad poblacional; eficacia clinica y efec-
tividad poblacional son conceptos diferentes; se necesita de
ésta tiltima para reducir laenorme carga de enfermedad que
provoca el virus de la hepatitis C (VHC) en lasociedad. :Qué
tiene que ver todo esto con los usuarios de drogas? Mucho.
En el mundo occidental, dos de cada tres nuevas infecciones
por VHC se dan en personas que han utilizado o utilizan
drogas por via parenteral, pero esta poblacion es, no por ca-
sualidad, Ia que menos se trata de la hepatitis C. Los motivos
para no recibir el tratamiento de la hepatitis C en personas
con historia de abuso de sustancias son muy diversos y se des-
criben en esta revision, pero uno de los mas invocados es la
mala tolerancia al Interferéon, un firmaco inmunomodula-
dor que forma parte de la columna vertebral del tratamiento
de la hepatitis C desde hace dos décadas. Por otra parte, si se
confirman las ventajas de los nuevos farmacos, los pacientes
con infeccion por VHC asociada al consumo de sustancias
querrdn tratarse, como ya ocurrio tras la irrupcion de los far-
macos antirretrovirales de gran eficacia frente al virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH).

Epidemiologia de la hepatitis C

La infeccién por VHC es una de las principales causas
de enfermedad hepitica en el mundo (Shepard, Finelli, y
Alter, 2005). La prevalencia de la infeccion en la poblacion
mundial, aunque con marcadas diferencias geogrificas, es
cercana al 3% lo que equivale a 185 millones de personas
afectadas. Se estima que 10 millones de las personas con in-
feccion por VHC son, o han sido, usuarios de drogas por
via parenteral (UDIs) (Nelson et al., 2011; Mohd Hanafiah,
Groeger, Flaxman, y Wiersma, 2013).

Globalmente, la prevalencia de la infeccién es mayor en
hombres, en el grupo de edad comprendido entre 30 y 49
anos y en niveles socioeconémicos bajos (Alter, 2007). Los
factores de riesgo de infeccion varian, aunque las transfu-
siones de sangre y/o hemoderivados antes de 1992, la uti-
lizacion de material sanitario no desechable y el uso de

drogas por via parenteral siguen siendo los mds importantes

(Des Jarlais et al., 2003; Memon y Memon, 2002). En EE.UU
hay mas de 2 millones de personas que usan drogas por via
parenteral y la incidencia de infeccién por VHC se estima
entre el 8% y 25% anual entre los mds jovenes; en EE.UU
cada ano se diagnostican 30.000 nuevas infecciones y la inci-
dencia de la infeccién es mayor en los nuevos consumidores
de drogas y durante el primer ano de consumo (Nelson et
al., 2011; Page etal., 2009). Estd demostrado que la transmi-
sion del VHC es 10 a 15 veces superior a la del VIH (Page et
al., 2009; Page, Morris, Hahn, Maher, y Prins, 2013), lo que
indica la facil transmisién de la infeccién en esta poblacion.

Por otro lado, las personas con trastorno por uso de alco-
hol presentan mayor prevalencia de infeccién por el VHC
que la poblacién general. Hasta el 20% de una serie de 700
pacientes que solicitan tratamiento de alcoholismo en el
area de Barcelona se hallan infectados por el VHC segtin un
estudio reciente (Rivas et al., 2013).

El VHC es la principal causa de trasplante hepatico y de
carcinoma hepatocelular (CHC) en paises occidentales (Fre-
eman etal., 2008; Yang et al., 2011). De hecho, CHCy cirrosis
hepatica han aumentado en los ultimos anos entre las per-
sonas infectadas por el VHC, y se prevé que ambas enferme-
dades aumenten significativamente en las proximas décadas
(Mehta et al., 2010; Rein et al., 2011). Un estudio en EE.UU
pone de manifiesto el niimero creciente de muertes en perso-
nas infectadas por VHC, que ya supera las atribuidas al VIH/
Sida (Ly et al., 2012); el mismo estudio indica que las muertes
relacionadas con el VHC se producen mayoritariamente en
el grupo de edad comprendido entre 45 y 64 anos (Ly et al.,
2012), lo que ha llevado a las autoridades sanitarias de aquel
pais a aconsejar que la poblacion general de esa edad se reali-
ce una prueba diagnaéstica del VHC. Se ha estimado ademas,
que un millén de personas con infeccién por el VHC moriran
en EE.UU por las complicaciones relacionadas la enferme-
dad si no reciben tratamiento (Rein etal., 2011, 2012).

En Espana, se estima que el nimero de personas con
infeccion por el VHC es de alrededor de 430.000, siendo los
mayores de 50 anos los que muestran mayor prevalencia de
infeccion; en ese sentido, es probable que la pasada epide-
mia de uso de heroina endovenosa haya repercutido en la
elevada prevalencia de infeccion en la poblacion (Comberg

etal., 2011).

Historia natural de la Hepatitis C

EI'VHC provoca una infeccién aguda que cursa de forma
asintomdtica en la mayoria de los casos. Cerca del 20-25% de
los pacientes con abuso de sustancias eliminaran esponti-
neamente la viremia en los 6 meses siguientes a la infeccion
(Grebely et al., 2012; Page et al., 2009). Entre los factores
que se asocian a la curacién espontanea de la infeccion esta
el sexo femenino, la infeccién por el genotipo 1 (el mas fre-
cuente en nuestro entorno) y ser homocigoto para el gen
de la Interleukina-28 (IL-28B), gen que codifica la protei-
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na Interleukina-23, involucrada en la replicacion del VHC
(Liu, Fisher, Thomas, Cox, y Ray, 2012; Page et al., 2009).
Por otro lado, el 75-80% de los infectados desarrollaran una
infeccién crénicay el riesgo de desarrollar cirrosis hepatica,
CHC, u otras complicaciones extra-hepaticas puede ser re-
lativamente elevado a medio y largo plazo (Grebely, deVla-
ming, Duncan, Viljoen, y Conway, 2008), sobre todo si tene-
mos en cuenta que la mayoria de los pacientes con historia

de abuso de sustancias s

infectan a edades muy tcmpranas.

En la infeccion crénica por el VHC, la alteracion histolo-
gica hepitic:

se caracteriza por la necro-inflamacién portal
y lobular. En la tercera parte de los pacientes, la infeccion
tendrd un curso indolente pero en el resto, habrda un pro-
gresivo aumento de la fibrosis hepdtica, que se manifestard
clinicamente con el paso de los anos (Afdhal, 2004). La pro-
gresion de la fibrosis hepatica no es un proceso lineal ya que
factores como la infeccion por el VIH, el VHB, consumo de
alcohol y otros pueden acelerarla (Muga et al., 2012;Car-
ton et al., 2011); edad en el momento de la infeccion, sexo
masculino, obesidad, diabetes mellitus y esteatosis hepatica
también se han visto asociadas a mayor riesgo de progresion
de la fibrosis (Afdhal, 2004; Poynard, Bedossa, y Opolon,
1997). Una vez establecida la fase final de la enfermedad o
cirrosis hepatica, la probabilidad de presentar una descom-
pensacion es del 5% el primer ano y del 30% a los 10 anos
del diagnéstico, mientras que el riesgo de aparicion de CHC
es del 1-4% por ano (Dore, Freeman, Law, y Kaldor, 2003;
Raimondi, Bruno, Mondelli, y Maisonneuve, 2009). En li-
neas generales se acepta que la mediana de la supervivencia
de pacientes que presentan una primera descompensacion
de la cirrosis hepatica es de 5 anos (Dore et al., 2003).

Diagnostico y evaluacion

La fibrosis hepatica es el principal marcador de evolu-
cién de la enfermedad hepitica (Thomas y Seeff, 2005).
La biopsia hepitica se ha considerado el método mas fia-
ble para evaluar la presencia de fibrosis en el higado y, por
andi-

tanto, la herramienta idénea para seleccionar los
datos al tratamiento. Sin embargo, en los Gltimos anos se
han desarrollado métodos no invasivos para evaluar el gra-
do de fibrosis sin necesidad de un procedimiento invasivo.
Elastografia hepdtica y marcadores bioquimicos adquieren
cada vez mayor protagonismo en la evaluacion de la fibrosis
hepitica (de Ledinghen et al., 2006; Sanvisens et al., 2009;
Sterling et al., 2006; Wai et al., 2003).

Entre los marcadores bioquimicos, el indice APRI
(AST-to-Platelet Ratio Index) o el FIB-4 (edad, AST, ALT y
plaquetas) son ficiles de usar, ya que para su calculo se nece-
sitan parametros que forman parte de la evaluacion clinica
rutinaria de un paciente con enfermedad hepatica. Estos dos
indices son los que recomienda la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) en la recientemente publicada Guia sobre
diagnéstico, atencién y tratamiento a pacientes con VHC

(World Health Organization, 2014) y ademas, han sido va-
lidados en pacientes con VHC (Mallet et al., 2009; Vallet-Pi-
chard et al., 2007; Wong et al., 2010), si bien su validez en
pacientes con consumo crénico de alcohol estaria limitada.

Conocer la magnitud del dano hepitico en este grupo
de pacientes con hepatitis crénica C es de vital importan-
cia ante la llegada de nuevos regimenes terapéuticos. En
nuestra experiencia, la prevalencia de fibrosis hepitica mo-
derada y severa es del 40% y 17%, respectivamente en esta
poblacién (Sanvisens et al., 2011).

Situacion actual del tratamiento de la
hepatitis C en pacientes con abuso de
sustancias

La prevalencia de infecciéon por VHC en personas que
consumen drogas por via parenteral es muy elevada (50%-
80%) v, los genotipos mas comunes son el la, 1by 3 (Ro-
baeys et al., 2013). A pesar de tratarse de la poblacién de
mayor riesgo de infeccion, estos pacientes suelen quedar al
margen del tratamiento de la hepatitis cronica C. Segun la
Unién Europea, el nimero de pacientes tratados de hepa-
titis C no alcanza el 0,5% de las 700.000 personas que ac-
tualmente reciben tratamiento de metadona (Observatorio
Europeo de las Drogas y las Toxicomantas, 2011).

En general, el tratamiento vigente de la hepatitis C se
mantiene entre 24 y 48 semanas y los fairmacos empleados
son Interferén-alfa pegilado (PEG-IFN), Ribavirina (RBV)
y Boceprevir o Telaprevir, éstos tltimos como inhibidores
de la proteasa de primera generacion (World Health Orga-
nization, 2014). El tratamiento con PEGIFN consiste en la
administracién de inyecciones subcutineas semanales y los
efectos secundarios son bien conocidos incluyendo sinto-
mas gripales, ansiedad, depresion, astenia y citopenias que,
si afectan a la serie roja, pueden requerir eritropoyetina
(Chung, 2012). El objetivo final del tratamiento de la hepa-
titis C es la erradicacion del virus; la llamada respuesta viral
sostenida (RVS) indica que el RNA del VHC se mantiene
indetectable a los 6 meses de finalizar el tratamiento. Por
sus efectos adversos, en mayor medida sobre el SNC, una
parte de los pacientes que reciben PEG-IFN deben anadir
antidepresivos al tratamiento de la hepatitis C.

En pacientes con historia de abuso de sustancias, la reali-
dad asistencial del tratamiento de la hepatitis C es que s6lo
una minoria son tratados (Grebely et al., 2008; Mehta etal.,
2008); los motivos para no recibir el tratamiento son mul-
tiples aunque tres de ellos destacan sobre los demas: ries-
go de mal cumplimiento terapéutico, de reinfeccién y de
agravamiento de la co-morbilidad psiquidtrica (Edlin, 2002;
Kramer et al., 2011).

A nivel asistencial todavia existen otras barreras para acce-
der al tratamiento de la hepatitis crénica C como la falta de
entornos asistenciales adecuados para el tratamiento de esta

poblacion o la insuficiente formacion clinica en el manejo de
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Tabla 1.

Principales dificultades en el acceso al tratamiento de la hepatitis cronica C en pacientes con abuso de sustancias

Del sistema sanitario

De los pacientes

Conocimiento insuficiente de la hepatitis C:
- Formacién limitada
- Inexperiencia en la evaluacion del dafio hepatico
- Baja percepcion de la necesidad de tratamiento:
* Enfermedad asintomatica
* Desconocimiento del estadio de la fibrosis
* Otras co-morbilidades prioritarias

Percepciones erréneas acerca del tratamiento:
- Alto riesgo / beneficio
- Pacientes con abuso de sustancias son malos candidatos:
« Adiccion / Enfermedad psiquiatrica
* Mala adherencia

Perdidas de entrada o entradas retardadas en el circuito asistencial
para la hepatitis C

Conocimiento inadecuado de la hepatitis C:
- Educacion limitada en relacion al VHC

Baja percepcion de la necesidad de tratamiento :
- Enfermedad asintomatica
- Desconocimiento del estadio de la fibrosis
- Otras co-morbilidades prioritarias

Percepciones erréneas acerca del tratamiento:
- Alto riesgo / beneficio
- Temor a la complejidad del tratamiento y efectos secundarios

Poca retencion en los circuitos asistenciales:
- Adiccion / Enfermedad psiquiatrica
- Acceso inadecuado a los circuitos asistenciales
- Estigmas / peores condiciones sociales

la enfermedad hepitica y en el abuso de sustancias (Grebely y
Tyndall, 2011; Litwin et al., 2007; Reimer y Haasen, 2009). En
nuestro pais, aunque el cribado de la prueba diagnéstica es
elevado, la evaluacion del abuso de sustancias y de la co-mor-
bilidad médica y psiquidtrica es heterogénea y concierne a

varias especialidades; ademas, los circuitos asistenciales de
evaluacion de la toxicomania, psicopatologia y hepatopatia
son interminables y en nada favorecen la retencion de estos
pacientes en el sistema sanitario. La falta de conocimiento
de la enfermedad por los propios afectados y de soporte
social también se han descrito como barreras de acceso al tra-
tamiento (Alavi et al., 2013). La tabla 1 muestra un resumen
de las principales barreras de acceso al tratamiento del VHC.

Diferentes estudios indican que el consumo de alcohol o
de sustancias no suele comprometer la adherencia al trata-
miento de la hepatitis C ni implica peores tasas de respuesta
al mismo, si bien se ha observado una mayor dificultad para
completarlo (Anand et al., 2006; Grebely y Tyndall, 2011;
Hellard, Sacks-Davis, y Gold, 2009). Una revision sistematica
reciente sobre usuarios de drogas elegibles para el tratamien-
to del VHC con PEG-IFN y RBV mostré una RVS global del
56% (37% para genotipos 1/4y 67% para 2/3) (Aspinall et
al., 2013); estas cifras son algo inferiores a las de la mayoria
de ensayos clinicos para estos farmacos, si bien son similares
a las descritas en dos estudios de efectividad del tratamiento
(39%-46% para genotipo 1y 70%-84% para genotipo 2/3)
(Borroni et al., 2008; Innes et al., 2012). En esta misma re-
vision sistematica (Aspinall et al., 2013) se observé una ele-
vada adherencia al tratamiento, del 83%, algo superior a la
mostrada en pacientes no usuarios de drogas (McHutchison
et al., 2002; Ravi, Nasiri Toosi, Karimzadeh, Ahadi-Barzoki,
y Khalili, 2013), si bien las diferencias observadas se expli-
carian por la propia definicion de adherencia; ademas, la
tasa de reinfeccion por VHC fue moderada (2.4 por 100p-a)
sugiriendo que ésta tiene poco impacto en la efectividad del
tratamiento a largo plazo (Aspinall et al., 2013).

Cambio de paradigma; nuevos tratamientos
para la hepatitis C libres de IFN

El creciente nimero de pacientes que necesitardn trata-
miento de la hepatitis C, las contraindicaciones y efectos se-
cundarios del tratamiento actual con IFN y el mejor conoci-
miento del ciclo vital del VHC han llevado a desarrollar nuevos
farmacos. La aparicién de regimenes de tratamiento sin IFN
va a suponer un avance fundamental para aumentar el acceso
al tratamiento. Todo apunta a que los pacientes con historia
de abuso de sustancias y hepatitis C no van a ser la excepcion.

Este cambio de paradigma en el tratamiento de la hepa-
titis C empieza a ser una realidad desde la aprobacién en
los EE.UU de los inhibidores de la proteasa de segunda
generacion y del primer inhibidor de la polimerasa del VHC
en 2013. El primer paso en la direccién de los nuevos regi-
menes de tratamiento se dio a partir del 2011 con la intro-
duccién de inhibidores de la proteasa del VHC de primera
generacion (Telaprevir y Boceprevir).

La segunda generacion de inhibidores de la proteasa apor-
ta mayor barrera de resistencia farmacolégica, menos efectos
adversos y actividad farmacolégica ampliada contra otros ge-
notipos del VHC (Wendt et al., 2014). Proteasa y polimerasa
son proteinas clave en el ciclo vital del VHC, sé6lo conocido
con detalle en los iltimos anos. Varias compaiias farmacéu-
ticas han analizado dianas terapéuticas en zonas clave del
virus. La identificacion de estas nuevas dianas terapéuticas,
basadas en atacar proteinas no estructurales del virus, ha
permitido reconocer mas de 10 Antivirales de Accién Direc-
ta (AAD). Estos agentes incluyen inhibidores de la proteasa
NS3/4A, inhibidores de la polimerasa NS5B, inhibidores del
complejo NS5A, inhibidores de la ciclofilina e inhibidores
directos de la polimerasa del RNA viral. Antivirales frente
al VHC como Sofosbuvir (Lawitz y Gane, 2013) o Simeprevir
(Asselah y Marcellin, 2014) aprobados por la FDA a finales
de 2013 y otros como Daclatasvir (Gentile et al., 2013), Asu-
naprevir (Suzuki etal., 2013), Faldaprevir, Deleobuvir (Zeu-
zem et al., 2013) o Ledipasvir (Link et al., 2014) son de alta
eficacia y pretenden erradicar el virus mediante regimenes
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terapéuticos orales de 12 semanas en algunos genotipos y
con escasos efectos adversos (Gane et al., 2014; Sulkowski et
al., 2014). En este sentido, la reciente Guia publicada por la
OMS en Abril de 2014 ya incluye en sus recomendaciones los
dos farmacos aprobados por la FDA (sofosbuvir, simeprevir),
recientemente incorporados en Espana al Sistema Nacional
de Salud y prevé una actualizacion periddica en funcién de
laaparicion de nuevas licencias (World Health Organization,
2014). Si bien los ensayos clinicos de los nuevos farmacos no
se han realizado en pacientes consumidores de drogas por
via parenteral, la Guia de la OMS recomienda no excluir a
esta poblacion del tratamiento (maxima recomendacion);
asimismo, la OMS recomienda detectar consumos de alco-
hol elevados y ofrecer a los pacientes una intervencion para
reducir dicho consumo.

Cabe senalar que son necesarios estudios para analizar
las posibles interacciones farmacoldgicas entre los AAD y los
farmacos mas utilizados en el tratamiento del abuso de sus-
tancias. Simeprevir y faldaprevir se metabolizan por el siste-
ma citocromo P450 y es posible que muestre interacciones
farmacocinéticas con firmacos como metadona y buprenor-
fina (Mauss y Klinker, 2013).

En todo caso, las mejoras en el tratamiento farmacologi-
co de la hepatitis C posiblemente se deban acompanar de
cambios en la atencion clinica a los pacientes con abuso de
sustancias; diagndstico de la infeccién y evaluacion clinica se-
ran importantes para priorizar el tratamiento de los mas ne-

cesitados; en ese sentido, profesionales de atencién primaria

y del tratamiento del abuso de sustancias deberdn jugar un
papel clave para que estos pacientes se evalien clinicamente,
se traten de la enfermedad y obtengan resultados terapéuti-
cos similares a los que se esperan obtener en pacientes sin
abuso de sustancias. Establecer un modelo mas inclusivo de
atencion al paciente con hepatitis C asociada al abuso de sus-

tancias se hard necesario ante el cambio que se avecina.

Conclusion

Laimportante carga de enfermedad hepatica y la elevada
incidencia de infeccion por VHC en pacientes con abuso
de sustancias hacen necesario mejorar el diagnasticoy trata-
miento de esta poblacion. Aparecen fairmacos innovadores
que atacan directamente proteinas responsables de formar
el complejo de replicacion viral del VHC; la combinacion
de dos o mis de estos fairmacos puede resultar muy eficaz
contra la mayoria de genotipos del VHC y en la mayoria de
situaciones clinicas, incluyendo la cirrosis hepatica. Con la

aparicion de farmacos tan eficaces y tolerables es probable

que debamos revisar el modelo asistencial actual y orientar-
lo hacia uno mds agil e integrador que trate al mayor nime-
ro posible de pacientes infectados por el VHC. En la Figu-
ra 1 se muestra una aproximacion a un modelo asistencial
multidisciplinar. En este mismo sentido, optimizar la pre-
vencion, diagndstico, evaluacion y acceso a tratamiento de
la hepatitis crénica C es prioritario. Para ello son diversos los
abordajes que pueden plantearse, como por ejemplo:

Pacientes con abuso de sustancias que consultan
en el Sistema de Salud

/\

| VHC conocido I

VHC negativo

o desconocido

Cribado de V

| VHC positivo |

| VHC negativo |

e
Centros !e Asistencia
Drogodependencias primana

. Unidades i

especializadas
(Hepatologia, Medicina Intema,
Enfermedades infecciosas)

|
=

Proxima visita

= Analitica general
= Estadio de fibrosis hepatica
= Intervenciones educativas

Valoracion de tratamiento VHC

Figura 1. Modelo para aumentar la participacion de pacientes con abuso de sustancias
en el acceso al tratamiento de la hepatitis cronica C
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- Identificar barreras y necesidades percibidas en la aten-
cién primaria y centros de atencién a las drogodepen-
dencias y desarrollar tareas educativas para ampliar el
conocimiento de la hepatitis crénica C,

Revisar el proceso de evaluacion clinica de pacientes

con hepatitis C asociada al abuso de sustancias,

Categorizar la situacion clinica de los pacientes: nuevo
diagnéstico, previamente tratados, grado de enferme-
dad hepatica,

- Identificar pacientes a riesgo de infeccion por VHC y
prevenir la infeccion mediante una intervencion breve
y cribado de hepatitis viricas.

Ofrecer tratamiento del abuso de alcohol o de drogas a
los pacientes con hepatitis cronica C.
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