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RESUMEN

1 RESUMEN

Introduccion

La deteccidén de biomarcadores del consumo de alcohol es una herramienta
util para prevenir la aparicion de problemas sociales y de salud relacionados
con la ingesta del mismo. El consumo de alcohol puede monitorizarse
mediante la deteccion de biomarcadores. En la practica habitual se utilizan
biomarcadores indirectos (volumen corpuscular medio, transaminasas,
gammaglutamiltranspeptidasa o la transferrina deficiente en carbohidratos),
aunque existen también biomarcadores directos del consumo de alcohol,
entre ellos el propio alcohol y sus metabolitos. Entre los ultimos, los
biomarcadores no oxidativos del etanol como el etilglucurénido (EtG), el
etilsulfato (EtS) y los ésteres etilicos de acidos grasos (FAEEs) en diferentes
matrices biologicas permiten un mejor control del consumo. En comun estos
metabolitos tienen una semivida de eliminacién mas larga que la del etanol,
lo que les permite detectarse a lo largo de horas-dias, segun la cantidad de
alcohol ingerida y el metabolito concreto. En este proyecto de Tesis se
pretende conocer y realizar un estudio mas completo de la relacién entre la
dosis de alcohol y las concentraciones de biomarcadores no oxidativos y
evaluar los mismos en poblaciones especificas (adultos consumidores de

bajo riesgo) y con una perspectiva de género.
Métodos

Se realizd un ensayo clinico de farmacocinética, en voluntarios sanos, simple
ciego, no aleatorizado con una condicion de tratamiento por sujeto de entre
cuatro posibles, que contienen 20 g, 40 g, 60 g y 80 g de alcohol. En total
participaron 53 sujetos de ambos géneros (15 para cada dosis de 20, 40 y 60
g, Y 8 para la dosis de 80 g). Como criterio de inclusion los participantes
debian tener un consumo de al menos 1 UBE/dia (acumulada semanal) y

experiencia en borracheras. Se determinaron en sangre concentraciones de
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RESUMEN

etanol, etilglucurénido (EtG) y etilsulfato (EtS), y de cuatro FAEEs (palmitato,
linoleato, oleato y estearato). Se determinaron en orina el EtG y el EtS.
Adicionalmente, se determinaron los efectos fisioldgicos, subjetivos y
tolerabilidad del alcohol. Ademas, se determinaron las concentraciones de
alcohol y sus respectivos metabolitos en plasma y orina. Los efectos
fisioldgicos incluyeron la medicion de presion arterial, frecuencia cardiaca y

temperatura oral.

Los efectos subjetivos de las diferentes dosis de alcohol se evaluaron
mediante cuestionarios como escalas analédgicas visuales EAV, ARCI
(Addiction Research Center Inventory-49 item short form, BAES (Bifasic
Alcohol Effects Scale), VESSPA (Valoracion de Efectos Subjetivos de
Sustancias con Potencial de Abuso), y un cuestionario de identificacion de

dosis.

Resultados

Con respecto a las diferentes dosis de alcohol para los diferentes
biomarcadores no oxidativos se observo que la concentracion maxima (Cmax)
aumentaba siguiendo una relacion lineal, mientras que el area bajo la curva
(AUC) dejo de ser lineal a dosis elevadas. Los periodos de deteccion de los
biomarcadores no oxidativos fueron mas prolongados que para el alcohol. Se
hallaron diferencias estadisticamente significativas entre géneros en el area
bajo la curva de las concentraciones de alcohol de 0 a 10h (AUC10h) siendo
mas alta en las mujeres que en los hombres para las 3 dosis que fueron
comparadas. En la excrecién urinaria del EtG y del EtS se observé que el
incremento en el AUC era mayor a medida que aumentaba la dosis de
alcohol, en ambos géneros, detectandose las concentraciones hasta las 48h
post-administracion con las dosis altas. Con respecto a los efectos subjetivos
se observaron importantes diferencias interindividuales con las diferentes

dosis.
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Conclusiones

El AUC de los distintos biomarcadores no oxidativos del alcohol (FAEEs, EtG
y EtS) sigui6 una relacion no lineal con la dosis de alcohol, a diferencia de lo
observado con la Cmax de la alcoholemia. Los metabolitos de los (FAEEs, Etg
y Ets) en plasma se detectaron hasta las 10h post administracion, mientras
que en orina los metabolitos del Etg y el Ets se detectaron hasta las 48 horas.
Se encontraron diferencias entre géneros tanto en las concentraciones de
alcohol y metabolitos como en los efectos (generalmente superiores en las

mujeres)

ABSTRACT
Introduction

The detection of biomarkers of alcohol consumption is a useful tool to prevent
the emergence of social and health problems related to alcohol intake. Alcohol
consumption can be monitored by detecting biomarkers. Indirect biomarkers
(mean corpuscular volume, transaminases, gammaglutamyltranspeptidase or
carbohydrate-deficient transferrin) are used in common practice, although
there are also direct biomarkers of alcohol consumption, including alcohol
itself and its metabolites. The non-oxidative biomarkers of ethanol such as
ethyl glucuronide (EtG), ethyl sulphate (EtS) and fatty acid ethyl esters
(FAEEsS) in different biological matrices provide better control of consumption.
In the same way, these metabolites have a longer elimination half-life than
ethanol, which can be detected along days-hours, in relation to the amount of
alcohol ingested and the specific metabolite. The aim of this thesis project is
to know and carry out a more complete study of the relationship between
alcohol dose and non-oxidative biomarker concentrations and to evaluate
these in specific populations (low-risk adult consumers) from a gender

perspective.

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacién con la dosis 3



RESUMEN

Methods

A single-blind, non-randomized, pharmacokinetic clinical trial was conducted
on healthy, volunteers with one treatment condition per subject between of
four possible, containing 20 g, 40 g, 60 g, and 80 g of alcohol. A total of 53
subjects of both genders participated (15 for each dose of 20, 40 and 60 g,
and 8 for the 80 g dose). For inclusion the participants were required to have
an intake of at least 1 standar drink unit/day (accumulated weekly) and
previous drunken experience. Blood concentrations of ethanol, ethyl
glucuronide (EtG) and ethyl sulfate (EtS), and four FAEEs (palmitate,
linoleate, oleate and stearate) were determined. EtG and EtS were
determined in urine. Additionally, the physiological, subjective and tolerability
effects of alcohol were determined. In addition, alcohol concentrations and
their respective metabolites in plasma and urine were determined.
Physiological effects included measurement of blood pressure, heart rate and

oral temperature.

The subjective effects of the different doses of alcohol were evaluated by
several questionnaires such as visual analogue scales EAV, ARCI (Addiction
Research Center Inventory-49 item short form, BAES (Bifasic Alcohol Effects
Scale), VESSPA (Subjective Effects Assessment of Substances with Abuse

Potential), and a dose identification questionnaire.
Results

It was observed that the maximum concentration (Cmax) increased following a
linear relationship, while the area under the curve (AUC) was not linear at high
doses. The time periods for detection of non-oxidative biomarkers were longer
than for alcohol. Statistically significant gender differences were found in the
area under the curve of alcohol concentrations from 0 to 10h (AUC10h) being
higher in women than in men for the 3 doses that were compared. In the
urinary excretion of EtG and EtS it was observed that the increase in the AUC

was greater as the dose of alcohol increased, in both genders, being detected
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the concentrations until 48h post-administration with high doses. There were

considerable differences between individuals with different doses.
Conclusions

The AUC of the different non-oxidative alcohol biomarkers (FAEEs, EtG and
EtS) followed a non-linear relationship with the alcohol dose, in contrast to
what was observed with the Cmax of alcohol. The metabolites of the (FAEEs,
Etg and Ets) in plasma were detected until 10h post-administration, while in
urine the metabolites of EtG and EtS were detected until 48 hours. Gender
differences were found in both alcohol and metabolite concentrations and

effects (generally higher in women).

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacién con la dosis 5



RESUMEN

Universitat Autdnoma de Barcelona / Tesis Doctoral



LISTADO DE ABREVIATURAS

2 LISTADO DE ABREVIATURAS

ADH
AEAT
ALDH
ANOVA
AUC
AUDIT

BAC
CEIC
Cmax
CDT
CoA

CT

DE

DGT
DSM-5®

ECG
EECC
ELISA
Emax
EtG
EtS
FAEEs
FC

FIS
GABA

Acontecimiento adverso

Alcohol deshidrogenasa

Acil-CoA/etanol O-acil-transferasa

Aldehido deshidrogenasa

Analisis de la varianza

Area bajo la curva

Cuestionario de identificacion de los trastornos debidos al
consumo de alcohol

Concentraciones de Alcohol en Sangre
Comité Etico de Investigacion Clinica
Concentracién maxima

Transferrina deficiente en carbohidratos
Coenzima A

Curso temporal

Desviacion estandar

Direccion general de trafico

Manual Diagnéstico y Estadistico de Trastornos Mentales, 52
edicion.

Electrocardiograma

Ensayo clinico

Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzima
Efecto maximo

Etilglucuronido

Etilsulfato

Esteres etilicos de acidos grasos

Frecuencia cardiaca

Fondo de Investigacion Sanitaria

Acido y-aminobutirico

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacién con la dosis 7



LISTADO DE ABREVIATURAS

GCMS Cromatografia de gases-espectometria de masas
GGT Gamma-glutamiltransferasa

GOT Glutamato oxalacetato transaminasa

GPT Glutamato piruvato transaminasa

IC Intervalo de confianza

IEA Intoxicacion Etilica Aguda

IMC indice de masa corporal

IMIM Institut Hospital del Mar d’Investigacions Médiques
LC/MS Cromatografia liquida-espectometria de masas
LDL Lipoproteinas de baja densidad

MEOS Sistema microsomal oxidativo del etanol

NCT National Clinical Trial

NIDA National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism
OMS Organizacion Mundial de la Salud

PAD Presién arterial diastolica

PAS Presién arterial sistélica

PEth Fosfatidiletanol

PNSD Plan Nacional sobre Drogas

SNC Sistema nervioso central

SULT Sulfotransferasa

TG Triglicéridos

tmax Tiempo para alcanzar la concentracion o efectos maximos
UBE Unidad de bebida estandar

UGT Uridina difosfato — glucoroniltransferasa.

VHB Virus de la hepatitis B

VHC Virus de la hepatitis C

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana

VCM Volumen corpuscular medio de los hematies
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3 INTRODUCCION

3.1 Consumo alcohol en Espana

La palabra alcohol en este trabajo se refiere al alcohol etilico o etanol
(CH30OH). Segun el Plan Nacional sobre Drogas (PNSD), el alcohol es la
droga legal mas consumida en Espafia. En nuestro pais el consumo de
alcohol ha seguido tradicionalmente el patrén mediterraneo, hasta hace
pocos anos. Es decir, un consumo moderado de alcohol principalmente en
forma de vino tinto y repartido a lo largo de las comidas (1). En el este de
Europa tipicamente se consumian mas destilados y en el norte mas cerveza.
Sin embargo, los habitos de consumo estan cambiando del tradicional patron
de consumo estable y regular, hacia el consumo en atracon o binge drinking,
caracterizado por una concentracion del consumo durante los fines de
semana con preferencia por la cerveza y los combinados. Se considera
consumo en atracon binge drinking el consumo de 5 o mas bebidas
alcohdlicas (si es hombre) o 4 o mas bebidas alcohdlicas (si es mujer) en la
misma ocasion, es decir, seguidas o en un intervalo de dos horas. En la
encuesta sobre alcohol y otras drogas en Espafia (EDADES 2017) (2), el
91,2% de la poblaciéon de 15 a 64 afios declara haber consumido bebidas
alcohdlicas alguna vez en la vida, dato que confirma la extension del consumo
de esta sustancia en la poblaciéon espafiola. Situa la edad media de inicio en
el consumo de alcohol entre los 16-17 afios. En 2017, analizando el consumo
de alcohol en el ultimo afio, tres de cada cuatro (75,2%) declaran haber
bebido alcohol en alguna ocasion durante los ultimos 12 meses previos a la
realizacion de la encuesta, y cuando se les pregunta por el consumo en el
ultimo mes, la prevalencia se situa en el 62,7%. El 7,4% de la poblaciéon de
Espafia declara mantener un habito de consumo diario de alcohol.
Atendiendo al género, el 93,6% de los hombres han consumido alcohol
alguna vez en la vida, registrandose la maxima prevalencia para este tramo
temporal entre los de 55 a 64 afos (96,9%). Por su parte, entre las mujeres

esta prevalencia se situa en el 88,8%, elevandose esta proporcion hasta el
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91,1% en el estrato de 45 a 54 afios. Para los consumos en los ultimos 12
meses, la prevalencia entre los hombres se situa en el 81,3%, alcanzando su
maximo en el grupo de varones de 25 a 34 afios (84,0%). Entre las mujeres,
la prevalencia se reduce en 12,1 puntos (69,2%), elevandose hasta el 72,8%
en el grupo de 15 a 24 afios. En el caso de las mujeres, se reduce la
proporcion de consumidoras a medida que aumenta la edad. El 71,5% de los
hombres declaran haber ingerido alguna bebida alcohélica en los ultimos 30
dias. En el caso de las mujeres, este porcentaje se reduce hasta el 54%.
Finalmente, el 11,5% de los hombres declaran un consumo diario de alcohol,
siendo esta proporcion 3,5 veces superior a la que se da entre las mujeres
(3,3%).

La encuesta estatal sobre uso de drogas en ensefianzas secundarias (PNSD,
ESTUDES 2018), (3), se realiza en poblacion de 14-18 afios e incluyo en
2016/17 una muestra total de 35.369 estudiantes de 863 centros educativos
publicos y privados y de 1.726 aulas. En este estudio la edad media de inicio
en el consumo de alcohol estuvo entre los 14 afos. El 75,6% de los
encuestados admitieron haber consumido alcohol en los ultimos 12 meses, el
67% en los ultimos 30 dias. No existen diferencias significativas por género
en la edad de inicio del consumo. Ademas, el 31,7% reconocié haber
consumido en atracon (binge drinking) alguna vez durante esos ultimos 30
dias. Un 21,8% reconocio haberse emborrachado alguna vez en los ultimos
30 dias. Las intoxicaciones etilicas (borracheras) fueron mas frecuentes a
mayor edad (18,8% en el ultimo afio a los 14 anos y 61,5% en el ultimo ano
a los 17 afios). Ademas, mas de la mitad de los estudiantes de entre 14y 18
afios admite haber hecho botellén en los ultimos 12 meses (52,0%). Los
lugares de consumo mas frecuente fueron bares o pubs, discotecas y
espacios publicos. El alcohol se obtuvo sobre todo en locales de ocio y
supermercados, el 34,9% admiti6 obtener las bebidas alcoholicas ellos

mismos. Con estos datos en Espafia el consumo de alcohol tiene una gran
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incidencia tanto en hombres como en mujeres, siendo uno de los paises con

mayor consumo per capita de alcohol, con 14,6 litros por persona y afo.

Segun el ultimo informe mundial de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS)(4), se estima que un total de 3,3 millones de muertes cada afio estan
relacionadas con el consumo de alcohol. El alcohol se considera un factor
clave en mas de 200 enfermedades. Es el tercer factor de riesgo para la salud
(tanto para la aparicion de enfermedades como para la muerte prematura)
mas importante, tras el consumo de tabaco y la hipertension arterial. Como
factor de riesgo para la salud es 3 veces mas importante que la diabetes y 5
veces mas importante que el asma. El alcohol es una sustancia con multiples
y complejos efectos sobre el comportamiento. Posee propiedades tanto
estimulantes y euforizantes como sedantes, asi como efectos placenteros o
altamente desagradables que dependen de multiples factores. La dosis, el
tiempo transcurrido tras la ingesta, el consumo crénico o intermitente, los
estimulos ambientales, las expectativas del individuo, su personalidad y su
predisposicion genética, entre otras, seran variables y condicionantes a tener
en cuenta al estudiar la respuesta y las consecuencias neurobiolégicas del

consumo de alcohol.

La forma de poder cuantificar de forma sencilla y rapida la cantidad de alcohol
que consume un individuo es mediante el uso de las unidades de bebida
estandar (UBE). El valor de una UBE en Espania es de 10 gramos de alcohol
puro, (Tabla 1) aunque este valor puede oscilar entre 8 y 13 gramos de

alcohol puro segun el pais(5).
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Tabla 1: UBE correspondientes a cada consumicion (modificada de Silla

Stoel M, Rosén Hernandez)(6).

Bebida Consumicioén habitual Equivalencia
en UBE

Cerveza (3°-5°) 1 quinto/cafia (200 mL) 1 UBE

1 mediana (330 mL) 1,5 UBE

1 litro (1000 mL) 5 UBE
Vino, cava (12°-14°) 1 vaso (100 mL) 1 UBE

1 litro 10 UBE
Carajillo 25 mL 1 UBE
Vino dulce, Jerez, vermut (18°- 1 copa (50 mL) 1 UBE
20°)
Destilados (40°-50°) 1 copa (50 mL) 2 UBE

1 combinado (50 mL) 2 UBE

A nivel mundial, la cantidad media de alcohol consumida entre los bebedores

actuales en 2016 también difiere ampliamente por ubicacion geografica y

género (figura 1). Las ubicaciones con un alto indice socio demografico (ISD)

tenian la media mas alta de consumo de unidades de bebidas estandar (UBE)
diario, con 1,9 UBE (95% Ul 1,3-2,7) al dia entre las mujeres y 2,9 UBE al dia

(2,0-4,1) entre los hombres. Las localidades con un ISD bajo tenian el

promedio mas bajo para los hombres, con 1,4 UBE al dia (0,6-2-2,4) mientras

que las ubicaciones del ISD de nivel bajo a medio tuvieron el promedio mas

bajo para las mujeres, con 0,3 (0,1-0,6) UBE al dia.
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Figura 1. Promedio de UBE (10 g de etanol puro) consumidos por dia,
estandarizados por edad, para mujeres (A) y hombres (B) en 2016, en 195
ubicaciones,(tomada de GBD 2016 Alcohol Collaborators con licencia
Creative Commons Attribution [CC BY 4.0]) (5).
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El consumo de riesgo es un patrén de consumo de alcohol que aumenta el
riesgo de consecuencias adversas para la salud si el habito del consumo
persiste. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lo describe como el
consumo regular de 20 a 40 g diarios de alcohol en mujeres y de 40 a 60 g
diarios en varones (7), asi como cualquier consumo en el caso de mujeres
embarazadas, los menores de edad (<18 afos) y personas con

enfermedades y tratamientos que desaconsejen su consumo.

3.1.1 Mecanismo de accion, efectos farmacoldgicos y toxicos

El alcohol (alcohol etilico, etanol) es un compuesto quimico que se presenta
como un liquido incoloro e inflamable con una temperatura de ebullicion de
78,4 °C. Es el principal tipo de alcohol presente en las bebidas alcohdlicas,
como el vino (alrededor de un 13 %), la cerveza (5 %), los licores (hasta un
50 %) o los aguardientes (hasta un 70 %). Es miscible en agua en cualquier
proporcion. Su formula quimica semidesarrollada es CH3-CH2-OH (C2H60)
con un peso molecular de 46,07 g/mol. El alcohol es un depresor del SNC (8)
que tiene multiples lugares de accién en numerosas vias centrales de
neurotransmision, destacando su papel como un potente "farmaco sucio (con
multiples mecanismos de accion)" del SNC. Esta propiedad es debido a la
accion del alcohol sobre diferentes neurotransmisores, incluyendo la
estimulacion del acido gamma-aminobutirico (GABA), el principal
neurotransmisor inhibidor del SNC, y la inhibicion del glutamato, el principal
neurotransmisor excitador a nivel del SNC. El alcohol potencia los efectos del
GABA actuando directamente sobre sus receptores, aumentando sus efectos
inhibitorios (9). Estos efectos inhibitorios incluyen sedacion, pérdida de
inhibiciones y relajacion, y podrian estar relacionados con la produccion de
ciertos neuroesteroides, como la alopregnanolona. Su efecto inhibidor
gabaérgico, junto con la inhibicion de ciertos receptores glutamatérgicos

excitatorios, endocannabinoides, canales de calcio, principalmente a nivel
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cerebeloso y proteinas hipocampales (ERKs) que son esenciales para la
formacion de la memoria, resulta en sedacion, pérdida de inhibiciones,
relajacion, pérdida de las funciones cognitivas, déficit de atencion, alteracion
de la regulacién del suefio y de la vigilia (efecto de apagon), y el estado final
de la depresion psicomotriz. Por otro lado, la accién excitadora del alcohol
sobre los receptores pu del sistema opioide y la subsiguiente activacion del
sistema limbico por la dopamina y de los receptores 5-HT1B por la serotonina
dan como resultado el efecto de bienestar y elevacion del estado de animo.
Ademas, el alcohol ejerce sus propiedades reforzadoras mediante su accion
sobre el sistema dopaminérgico, liberando dopamina en el nacleo accumbens
(10,11). La disminucién de la regulacion de la dopamina y de los receptores
GABA explica el aumento del consumo de alcohol y el consiguiente desarrollo

de la dependencia quimica.

A dosis bajas el alcohol produce desinhibicién y euforia mientras que a dosis
moderadas-altas produce sedaciéon. Los efectos subjetivos del alcohol
(sensacién de borrachera) dependen de la dosis, la tolerabilidad de cada
individuo y del género. Las mujeres en general presentan mayor afectacion
tras el consumo de una misma dosis de alcohol (12). Ademas, el alcohol
tipicamente produce una alteracion del rendimiento psicomotor y, en
consecuencia, de la capacidad de conducir vehiculos. Segun la DGT en
Espafia para conductores no noveles la tasa de alcoholemia permitida en
sangre es 0,5g/l y en aire espirado 0,25 mg/l, reduciéndose en conductores

noveles a 0,3g/l y 0,15 mgl/l, respectivamente.

3.1.1.1 Complicaciones y trastorno por consumo de alcohol

El consumo continuado de alcohol se acompafia de complicaciones graves y
es una de las causas mas importantes de mortalidad. Los grandes bebedores

sufren una degeneracion neurolégica con demencia y neuropatias periféricas.
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El alcohol es una sustancia téxica asociada con mas de 60 tipos de trastornos
agudos y cronicos (13-15). Entre ellos se encuentran enfermedades
neuropsiquiatricas, enfermedades gastrointestinales, enfermedades
metabdlicas 'y endocrinas, neoplasias malignas, enfermedades
cardiovasculares, alteraciones perinatales entre otras. El alcohol produce
intoxicacion, adiccion (trastorno por consumo, antes llamada dependencia),
tolerancia y provoca un sindrome de abstinencia muy grave. Otros trastornos
mentales asociados al alcohol son: trastornos psicéticos, trastornos bipolares,
trastornos depresivos, trastornos de ansiedad, trastornos del suefio,
disfunciones sexuales, sindrome confusional y trastornos neurocognitivos. El
trastorno por consumo de alcohol es también muy frecuente en patologia dual
(16).

A continuacién, se enumeran los criterios de diagndsticos de trastorno por

consumo de alcohol, segun el DSM-V.

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

los hechos siguientes en un plazo de 12 meses:

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

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

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

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

5. Consumo recurrente de alcohol que lleva al incumplimiento de los deberes
fundamentales en el trabajo, la escuela o el hogar.

6. Consumo continuado de alcohol a pesar de sufrir problemas sociales o
interpersonales persistentes o recurrentes, provocados o exacerbados por los

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

benzodiacepina) para aliviar o evitar los sintomas de abstinencia.

Los criterios diagndsticos de abstinencia de alcohol, segun DSM-V, se

enumeran a continuacion.

Abstinencia

A. Cese (o reduccion) de un consumo de alcohol que ha sido muy
intenso y prolongado.

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

1. Hiperactividad del sistema nervioso auténomo (p. ej. Sudoracién o ritmo
del pulso superior a 100 Ipm).

2. Incremento del temblor de las manos.
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3. Insomnio.

4. Nauseas 0 vomitos.

5. Alucinaciones o ilusiones transitorias visuales, tactiles o auditivas.
6. Agitacion psicomotora.

7. Ansiedad.

8. Convulsiones tonico-clénicas generalizadas.

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

funcionamiento.

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

abstinencia por otra sustancia.

3.1.1.2 Intoxicacion por alcohol

Dado que en esta tesis se administraron dosis unicas de etanol que
produjeron, dependiendo de la dosis, una intoxicacién aguda entre leve-
moderada, a continuacion, se especifican los criterios diagnosticos de

intoxicacioén por alcohol segun el DSM-V.

A. Ingesta reciente de alcohol.

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

ingestion de alcohol.

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

poco después del consumo de alcohol:
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1. Habla pastosa.

2. Incoordinacion.

3. Marcha insegura.

4. Nistagmo.

5. Alteracion de la atencion o de la memoria.

6. Estupor o coma.

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

con otra sustancia.

En las fases iniciales de la intoxicacion aguda actua sobre sistemas
inhibidores de la formacion reticular resultando en un efecto estimulante, con
la aparicion de un menor autocontrol, mayor fluidez verbal, sensacion de
bienestar, risa facil y desinhibicion. Después aparecen los efectos tipicamente
sedantes con una reduccion de la capacidad de rendimiento y asociativa,
torpeza motora, dificultad al andar (ataxia) y desequilibrio, pérdida de reflejos,
sedacién, disminucion del rendimiento psicomotor y de la habilidad de

conducir vehiculos o manejar maquinaria (Tabla2).
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Tabla 2: Manifestaciones clinicas en la Intoxicacion Etilica Aguda (IEA) segun

su BAC (modificada de monografia del alcohol) (17).

Principales manifestaciones clinicas en la intoxicacion aguda

alcohdlica segun la concentracion sanguinea de alcohol

Concentraciones sanguineas de Efectos clinicos

alcohol

20-50 mg/dL (4,4-11 mmol/L) Disminucién de la coordinacién
motora y fina

50-100 mg/dL (11-20 mmol/L) Alteracion del juicio y la coordinacion

100-150 mg/dL (20-33 mmol/L) Ataxia, hiperreflexia, prolongacion
del tiempo de reaccion, cambios en el
humor, alteraciones de la conducta

150-250 mg/dL (33-55 mmol/L) Letargia, disartria, hipotermia,
amnesia, diplopia, nauseas y vomitos

300 mg/dL (66 mmol/L) Coma en el bebedor no habituado

400 mg/dL (88mmol/L) Depresion respiratoria, coma, muerte
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3.1.2 Impacto del género y el tabaco en el metabolismo del alcohol

Influencia del género

Entre ambos géneros se han descrito diferencias en los efectos del alcohol
que se pueden explicar por mecanismos que pertenecen a dos categorias:
las diferencias debidas a cambios en la farmacocinética del alcohol y las
debidas a una diferente sensibilidad del sistema nervioso central de ambos
géneros a sus efectos.

Las concentraciones de alcohol en sangre vienen determinadas por la tasa
de absorcion en el tracto gastrointestinal, el volumen de distribucion y la tasa
de eliminacion del mismo.

Las mujeres absorben, metabolizan y eliminan el alcohol de forma distinta a
los hombres. Tienen concentraciones mas altas al consumir la misma
cantidad de alcohol, incluso cuando las dosis se ajustan al peso (18). Este
hecho se puede explicar, en parte por las diferencias en agua corporal entre
ambos géneros, que es menor en las mujeres (siendo mayor el porcentaje de
grasa), de modo que disminuye el volumen de distribucion del alcohol. Otro
factor a considerar es que las mujeres podrian tener menor actividad de la
enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) en el estbmago que los hombres, de
modo que un mayor porcentaje del alcohol ingerido alcanzara la sangre
(mayor biodisponibilidad del alcohol en las mujeres) (19-21).

Aunque ambos géneros eliminan aproximadamente la misma cantidad de
alcohol por unidad de peso y por hora (misma tasa de eliminacién), se ha
descrito que las mujeres eliminan mas alcohol por unidad de masa magra que
los hombres y tienen una tasa de eliminacion del alcohol mayor.

En estudios previos se han observado diferencias en las concentraciones de
FAEEs en sangre segun el género, siendo superiores en hombres a pesar de
tener similares concentraciones de alcohol en sangre a dosis de 0,5 g/kg.
Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, sin embargo para
dosis superiores que alcanzaron alcoholemias de 130 mg/dl (unos 0,8-0,9

g/kg) las diferencias entre géneros fueron mas marcadas (22,23). Los valores
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mas bajos en mujeres podrian explicarse por una actividad reducida de las
enzimas responsables de la sintesis de los FAEEs o aumentada de los
enzimas responsables de su degradacién, al hecho de incluir mujeres
premenopausicas con concentraciones mas bajas de triglicéridos y por tanto
de FAEEs, o como una estrategia para reducir la toxicidad por alcohol en las
mujeres, que ya de por si la tienen aumentada (los FAEEs resultan téxicos).
En cuanto al etilglucurénido se ha observado también que los hombres tienen
concentraciones superiores en orina, aunque no hemos identificado estudios
experimentales que estudien este aspecto (24). Finalmente, respecto a la
determinacion de ambos metabolitos en cabello, mientras que para los
FAEEs no hay diferencias entre géneros, para el EtG se ha observado
también una menor concentracion en mujeres. Estas diferencias en el EtG
son dificiles de explicar ya que la expresion de la UDP glucuroniltransferasa
es similar en ambos géneros (25).

La inclusién de hombres y mujeres en este estudio permitira explorar estas
posibles diferencias entre géneros en cuanto a la formacién e los distintos
metabolitos y una mayor aplicabilidad de los resultados a la clinica. Segun los
resultados de estudios previos la fase del ciclo menstrual (folicular o luteal)
probablemente no influencia en la farmacocinética del alcohol (12,26). A su
vez, aunque inicialmente se sugirié un efecto de los anticonceptivos orales en
el metabolismo del alcohol (27), estudios mas recientes no han logrado

replicar esos datos (12,28,29).

Influencia del tabaco

Al fumar disminuye la concentracion maxima de alcohol y se retrasa su
absorcién, debido a la influencia del tabaco en el vaciado gastrico (30). Un
estudio demostré diferencias en la tasa de eliminacion del alcohol entre
sujetos fumadores de mas de 25 cigarrillos al dia y no fumadores. No parece

que dosis inferiores modifiquen farmacocinética del alcohol.
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Influencia de otros factores

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

por inducciéon—inhibicion metabdlica (31).

En un estudio previo con muestras aisladas en sujetos que habian consumido
alcohol se observé una mayor correlacién entre las concentraciones de
FAEEs y las de alcohol en sangre al ajustar por los niveles de albumina. Esto
es debido a que los FAEEs se producen principalmente en el higado y se
unen a la albumina, que es su principal transportador en el plasma (32). Esto
también sucede cuando se ajustan en funcion de los niveles de triglicéridos.
La forma de administrar el etanol, en 2 min vs 90 min, no influyé en el curso
temporal de las concentraciones de FAEEs, que en ambos casos sigui6 el
mismo perfil que las concentraciones de alcohol, alcanzandose la
concentracién maxima de los FAEEs entre 20 y 40 minutos después de la de
alcohol (33).

3.1.3 Farmacocinética del alcohol

Absorcién. Las concentraciones de etanol en la sangre son el resultado de
absorcion gastrointestinal por difusion pasiva. La absorcion del alcohol es un
proceso rapido ya que se trata de una pequefia molécula altamente soluble
en agua, se absorbe mayoritariamente en el intestino delgado (80%) y en menor
proporciéon en el estbmago (20%). La velocidad de absorcién del alcohol
determina la magnitud de sus concentraciones plasmaticas, asi como la
intensidad y duracion de sus efectos farmacolégicos. Esta velocidad depende
de muchos factores como por ejemplo si se hace en ayunas o después de
comer (mas lenta), la graduacioén de la bebida (mas veloz cuando tiene una
graduacion alcohdlica del 20-30%), la presencia de gas carbonico (mayor

rapidez) o los alimentos (retrasan la absorcion). (17,34,35)
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Distribucion. El alcohol es una molécula muy hidrosoluble y por ello se
distribuye por toda el agua corporal, siendo las concentraciones similares a
las de la sangre en la mayoria de tejidos y 6rganos bien irrigados. Atraviesa
las barreras hematoencefalica y placentaria y se excreta en la leche materna.

El volumen de aparente de distribucion es de 0,55l/kg.

Metabolismo. El alcohol se metaboliza esencialmente por oxidacion hepatica
en un 92-95%. La mayor parte del alcohol se metaboliza en acetaldehido
mediante tres enzimas: la alcohol deshidrogenasa (ADH), el sistema oxidativo
microsomal del etanol o MEOS (citocromo P-450 isoenzima 2E1) y el sistema
catalasa-peroxidasa. Todos ellos transforman el alcohol en acetaldehido (ver

apartados siguientes).

Figura 2. Vias farmacocinéticas y metabolismo del alcohol (modificada y

ampliada de Johnson BA, Seneviratne C) (34).
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3.1.4 Metabolismo oxidativo del alcohol

En personas no alcohdlicas el 90-95% de la oxidacion del alcohol se produce
mediante la ADH. La dotacion enzimatica de ADH es limitada, de modo que
existe una capacidad fija para metabolizar el alcohol (120 mg/kg/h o 8-10 g/h).
Cuando se supera esta cantidad el sistema se satura y el alcohol se acumula,
resulando en una cinética de orden cero o no lineal. Un 10% del etanol, o
mas con alcoholemias altas, es oxidado por el sistema de oxidasas mixtas
microsomicas del reticulo endoplasmico liso hepatico (MEOS); este complejo
enzimatico presenta cinética de orden uno o lineal (velocidad de eliminacion
dependiente de concentracion) y es autoinducible, siendo responsable de la
mayoria de las interacciones medicamentosas que se observan con el etanol.
Globalmente, el alcohol presenta por ello una cinética tipo mixto o de
Michaelis-Menten (lineal a dosis bajas y no lineal a dosis moderadas o
altas)(36). A su vez el acetaldehido se transforma en acido acético mediante
la aldehido-deshidrogenasa (ALDH), en un 75%, enzima que presenta un
polimorfismo genético con nula actividad metabdlica que conduce a
concentraciones mayores de acetaldehido y efectos indeseados, mediante la

aldehido-oxidasa en un 25%.

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

dosis, en pocas horas resulta indetectable.

3.1.4.1 Vias oxidativas del metabolismo del alcohol

Sistema (ADH)

La ADH oxida el alcohol en su metabolito primario, el acetaldehido). Existen
cinco clases principales de isoformas de la enzima ADH (isoenzimas I-V) en

los seres humanos. La isoenzima clase | (ADH1) cataliza el paso limitado de
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la via oxidativa del metabolismo del etanol en el higado (37,38). La ADH1
esta formada por heterémeros de las subunidades a, R y g. Las isoenzimas
ADH de las clases Il y Ill también se expresan en el higado en cantidades
mas pequefias (39). Clase Il ADH4 y, en menor medida, clase | ADH1C
contribuyen a la oxidacion del alcohol en el estomago (40). EI ADH4 que esta
presente en el higado y la mucosa gastrica puede oxidar alrededor del 40%
del alcohol total a niveles que generan intoxicacion (41,42). La clase |l
consiste en ADH5, que oxida los alcoholes primarios de cadena larga, pero
no se ha reportado actividad en la oxidacion del etanol (43). Se ha
demostrado que los medicamentos que inhiben la HAD aumentan la BAC.
Cuando la ADH es deficiente, como se observa en las poblaciones asiaticas,
el efecto de los inhibidores de la ADH sobre la oxidacion del alcohol sera

negligente (44).

Sistema CYP 450

Las enzimas del sistema CYP 450 también participan en la oxidacion del
alcohol a acetaldehido. La principal enzima CYP 450 involucrada en la
oxidacion del alcohol es el CYP2E1 (45,46). Algunos hallazgos han indicado
la participacion de otras enzimas CYP como CYP1A2 (47) y CYP3A4 (48,49)
que requieren mayores estudios. La actividad de CYP2E1 depende del patron
de consumo de alcohol. Cuando el alcohol se consume ocasionalmente en
pequefias cantidades, solo una cantidad insignificante de alcohol es oxidada
por el CYP2E1. Con el consumo excesivo cronico, la actividad del CYP2E1
es inducida por aproximadamente 10 veces mas. Esta capacidad de oxidar
mas alcohol acelera la eliminacion del alcohol de la sangre, lo que lleva al
desarrollo de una tolerancia cronica (50). Por lo tanto, los medicamentos
metabolizados por CYP2E1 se oxidan mas rapido en bebedores croénicos,
requiriendo dosis mas altas. Por el contrario, si un medicamento metabolizado
por el CYP2E1 y se administra después de un episodio agudo de consumo

excesivo de alcohol, los efectos terapéuticos del medicamento pueden
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prolongarse como consecuencia del alcohol y de la medicacién que compite

por los sitios de union en el CYP2E1 (51).

Catalasa Peroxidasa

La catalasa (H202: H202 oxidorreductasa, EC 1.11.1.6; CAT) es un enzima
tetramérico con un grupo hemo en cada subunidad. El gen de la catalasa
humana ha sido localizado en el cromosoma 11(52). Se encuentra en todos
los organismos aerdbicos y todo indica que su funcidon es degradar
rapidamente el peréxido de hidrogeno. Esta enzima, localizada en los
peroxisomas de las células, es capaz de oxidar el etanol in vitro en presencia
de peroxido de hidrogeno (H202). No obstante, su contribucion es minima.
Debido a que algunas mediciones in vitro pueden ser menores de los
existentes in vivo lo que reduciendo la importancia percibida de la via

metabdlica (17).

El acetaldehido producido por cualquiera de estas tres vias es posteriormente
metabolizado a acetato y NADH en las mitocondrias, principalmente por
medio de ALDH2 (aldehido deshidrogenasa). El acetato se convierte en CO2.
Puede causar un aumento del flujo sanguineo, depresion del SNC y/o afectar
a varios procesos metabolicos. También se puede transformar a AcetilCoa,

el cual esta implicado en la biosintesis de los lipidos y el colesterol (53)

Sistema ALDH

El acetaldehido producido en el paso inicial de la oxidacion del alcohol esta
clasificado por la Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer como
un carcinégeno conocido (54). El acetaldehido toxico es metabolizado por la
ALDH en el metabolito secundario benigno, el acetato. La superfamilia de la
ALDH consta de 19 isozimas con diferentes parametros cinéticos (55). Las
dos principales isozimas hepaticas humanas la ALDH1 citosélica y la ALDH2
mitocondrial (56) se diferencian por su localizacion subcelular, parametros

cinéticos y movilidad electroforética. Existen seis subtipos de enzimas
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identificadas en la familia de las ALDH1. De éstos, el ALDH1A1 contribuye a
la oxidacion del alcohol, pero con una menor eficacia catalitica que la ALDH2
(57). Los medicamentos que bloquean la ALDH hepatica pueden causar
acumulacion de acetaldehido, lo que aumenta el riesgo de desarrollar cancer.
Entre estos medicamentos esta el disulfiram cuya indicacion es el tratamiento
de la dependencia al alcohol (alcoholismo crénico), como coadyuvante de
programas integrados de deshabituacion. Esta disefiado especificamente
para dirigirse a la via del metabolismo del acetaldehido. El disulfiram actua
inhibiendo el ALDH2 en el cerebro y el higado (58), lo que resulta en unos
niveles entre 5 y 10 veces mas altos después del consumo de alcohol. El
consumo conjunto produce un cuadro clinico caracteristico (disulfiram-like
reaction; antabuse-like syndrome) con enrojecimiento de la cara, cefalea,
sudoracion profusa, taquicardia, nauseas, vomitos y en ocasiones vértigo,

hipotension arterial y sincope.

3.1.5 Metabolismo no oxidativo del alcohol

En términos cuantitativos, las vias no oxidativas constituyen una fraccion
menor del metabolismo total del alcohol (35). Sin embargo, debido a las tasas
de eliminacion mas lentas, los metabolitos no oxidativos del alcohol persisten
en los fluidos y tejidos corporales durante mucho mas tiempo que el propio
alcohol en si. Pueden detectarse a lo largo de horas-dias, segun la cantidad
de alcohol ingerida y el metabolito concreto. Esta caracteristica hace que los
metabolitos no oxidativos sean biomarcadores que permiten la evaluacién
retrospectiva de la ingesta de alcohol incluso cuando éste ya no esta presente
en el cuerpo. Ademas, la acumulacién de pruebas sugiere que la formacion
de metabolitos especificos del alcohol por la via no oxidativa interfiere con las
vias de sefalizacion celular, interrumpe la funcion de los organelos y
contribuye a la toxicidad del alcohol en érganos con capacidad oxidativa
limitada (59).
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Los metabolitos no oxidativos del alcohol estudiados en esta Tesis doctoral
son el etilglucuronido (EtG), el etilsulfato (EtS) y los ésteres etilicos de acidos
grasos (FAEEs). Esta descrito que los FAEEs en sangre se detectan hasta
24 horas después del consumo de alcohol mientras que el EtG/EtS se

detectan en orina hasta 5 dias después (24).

Aunque se consideran rutas minoritarias sus productos tienen cierta
importancia. Se describen al menos 4 rutas no oxidativas en el metabolismo
del alcohol. 1) Formacion de ésteres etilicos de acidos grasos (FAEEs)
mediante la reaccion del alcohol con los acidos grasos. El dafio que provoca
la presencia de estas moléculas en los tejidos no esta todavia muy estudiado.
2) Formacion de fosfolipidos, conocidos como fosfatidiletanol (PEth). Por
medio de la enzima fosfolipasa D se descomponen los fosfolipidos dando
lugar a la formacion del &cido fosfatidico. Esta reaccion ocurre
predominantemente cuando hay grandes concentraciones de alcohol en
sangre. El fosfatidiletanol es pobremente metabolizado, acumulandose hasta
alcanzar niveles elevados. 3) El tercer metabolito minoritario es el
etilglucurénido (EtG), formandose en el higado cuando reacciona con el acido
glucurénico. Es faciimente excretable a través de la orina. 4) El ultimo
conjugado del etanol es el etilsulfato (EtS) se produce por una
sulfotransferencia. El etanol después de una sulfato conjugacion con la 3'-
fosfoadenosina 5'- fosfosulfato y la accién de sulfotransferasa produce el EtS.
La valoracion de su concentracion, con el consumo agudo y crénico de etanol,

tiene mucha importancia cuando se relaciona con la del EtG. (60,61).
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Figura 3. Metabolismo oxidativo y no oxidativo del alcohol (modificada y
ampliada de Dinis Oliveira) (35).
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Una pequefa parte del alcohol puede ser eliminado inalterado por vias
accesorias (~5%) como son el riidn (orina), la piel (sudor) y el pulmon

(respiracion), o bien seguir un metabolismo no oxidativo (<2%).

3.1.6 Biomarcadores del consumo de Alcohol

La deteccidén de biomarcadores del consumo de alcohol es una herramienta
util para prevenir la aparicion de problemas sociales y de salud relacionados
con la ingesta del mismo ofreciendo la oportunidad de verificar objetivamente
la informacién sobre el consumo de alcohol proporcionado por un paciente o
sujeto. Estos biomarcadores ayudan a cuantificar el consumo de alcohol y
permiten identificar a los sujetos con riesgo de abuso, dependencia o
susceptibles de presentar sintomas de abstinencia a la sustancia. También
son utiles para evaluar la eficacia de los tratamientos en pacientes alcohodlicos

y algunos de ellos identifican el dafio hepatico por consumos repetidos (62).
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Estos marcadores deberian reflejar el consumo tanto crénico como agudo y
se conocen también como "state markers", ya que indican el estado del
paciente al que se le esta realizando el analisis; en cambio, los marcadores
que indican la predisposicion a desarrollar alcoholismo se conocen como "trait

markers".

Los marcadores que se analizan en el laboratorio, hasta el momento, son los
de estado "state markers", que se subdividen en marcadores directos e
indirectos. Los marcadores directos derivan de la molécula de etanol y son el
propio etanol y alguno de sus metabolitos como los esteres etilicos de los
acidos grasos (FAEEs, fatty acid ethyl esters), etil-glucurénido (EtG),
fosfatidiletanol (PETh), asi como algunos derivados del acetaldehido. Los
marcadores indirectos son consecuencia de alteraciones patdgenas o
metabdlicas ocasionadas por el consumo excesivo de alcohol, entre ellos
podemos citar enzimas hepaticas como (GGT), (GOT), (GPT), volumen
corpuscular medio (MCV) o transferrina deficiente de carbohidratos (CDT),
etc (63).

Figura 4. Clasificacion de biomarcadores (modificada y ampliada de Joya X)
(63).
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=FA gn suero -Cocaetileno en cabello -VCM en sangre
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lipoproteinas
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Todos los marcadores anteriores se pueden analizar en varios fluidos
biolégicos, aunque fundamentalmente es en la matriz biolégica sangre (suero
o plasma), donde se disponen de mas datos, mientras que, en el pelo, hasta
el momento sélo se han analizado tres marcadores: etil-glucurénido, esteres

etilicos de los acidos grasos y fosfatidiletanol.

3.1.6.1 Biomarcadores Directos

Los biomarcadores directos se crean cuando el etanol se metaboliza o
reacciona con sustancias en el cuerpo. Existen biomarcadores directos del
consumo de alcohol, entre ellos el propio alcohol y metabolitos. El alcohol se
elimina rapidamente del cuerpo (0,1-0,25g/I/h) y su deteccion en sangre, orina
o aire espirado no es util para identificar a los pacientes abstinentes ya que,
incluso tras la ingesta de altas dosis, en pocas horas resulta indetectable. Los
metabolitos no oxidativos del alcohol, mas prometedores y que segun nuestro
criterio, son los mas importantes para valorar el consumo de alcohol
secundario a la ingesta de bebidas alcohdlicas son: el Etilglucurénido (EtG),
el Etil sulfato (EtS), el fosfatidiletanol (PEth) y los ésteres etilicos de acidos
grasos (FAEEs).

En comun estos metabolitos tienen una semivida de eliminacion mas larga
que la del etanol. Pueden detectarse a lo largo de horas-dias, segun la
cantidad de alcohol ingerida y el metabolito concreto. Los FAEEs en sangre
se detectan hasta 24 horas después del consumo mientras que el EtG/EtS en
orina hasta 5 dias (24). La deteccion en cabello permite detectar consumos
de alcohol de varios meses anteriores, segun la longitud del segmento
utilizado (64,65).

El uso de estos biomarcadores no oxidativos en la clinica no esta instaurado
de forma rutinaria por su dificultad analitica y precio. Por el momento sélo se
utilizan mayoritariamente en casos de intoxicaciones graves (uso forense) y

para investigacion. Podrian ser muy utiles para identificar consumos de dosis
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unicas de etanol desde horas hasta una semana previa y consumos
realizados hasta varios meses antes en cabello (61). Se presentan a

continuacion los biomarcadores incluidos en esta Tesis Doctoral.

a. Alcohol- Etanol (EtOH):

Este compuesto se puede detectar en diferentes muestras bioldgicas, como

ya se comentdé hay una gran variedad de muestras utilizadas para su
determinacion, siendo las mas importantes: sangre, orina y aire espirado. La
determinacion de etanol en cualquier muestra biolégica no permite distinguir
entre el bebedor agudo o el bebedor cronico, porque la cantidad encontrada,
de alcohol etilico, solo confirma su existencia en el momento en que la

muestra analizada fue recogida.

b. Esteres etilicos de los acidos grasos (FAEESs)

Como se ha comentado previamente, los FAEEs son productos no oxidativos
del metabolismo del etanol. Se forman en la sangre y otros tejidos a través
de la esterificacion enzimatica del etanol con acidos grasos. Estas sustancias
estan ganando interés como biomarcadores del uso del etanol y han sido
evaluados en diferentes tipos de muestras: sangre, pelo y meconio. Los
FAEEs se pueden medir en sangre poco después del consumo de etanol y
sus concentraciones disminuyen rapidamente en las primeras 24 horas. Sin
embargo, pueden seguir siendo detectables en la sangre de los bebedores
que cumplen criterios de abuso hasta 4 dias después de la ultima vez que se
consumio etanol (57).

Su formacién tiene lugar principalmente en el higado y en el pancreas
mediante una esterificacion enzimatica del etanol con acidos grasos libres,
triglicéridos, lipoproteinas y fosfolipidos, empleando dos tipos de enzimas:
FAEE sintasa y acil-CoA/etanol O-acil-transferasa (AEAT) (66).

Existen muchos acidos grasos, cuyas estructuras pueden ir desde los 12
hasta los 20 carbonos que pueden generar estos metabolitos, entre los

principales exponentes se incluyen el etil laurato (E12), etil miristato (E14),
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etil palmitato (E16), etil palmitoleato (E16):1), etil estereato (E18), etil oleato
(E18:1), etil linoleato (E18:2), etil araquidonato (E20:4) vy el
docosahexaenoato (E22:6) (22). Los analisis de los FAEEs se realizan
principalmente en tipos de muestras alternativas como el cabello y el
meconio. Las muestras de cabello y de meconio proporcionan una ventana
larga (varios meses) de deteccion de patrones de uso de etanol. Varios
estudios han demostrado que los niveles de los FAEEs en estas matrices
pueden estar relacionados con el consumo excesivo de alcohol a largo plazo.
Se cree que los FAEEs en el cabello se originan de la produccion local de las
glandulas sebaceas. Los FAEEs en el meconio son de origen fetal, no
materno. El etanol consumido por la madre puede atravesar la placenta, pero
los FAEEs producidos por la madre no lo hacen. Por lo tanto, los FAEEs
presentes en el feto se derivan de la produccion fetal de estas sustancias a
partir de etanol (59). Segun el documento de la Society of Hair Testing
Consensus se recomienda para fines de diagnéstico la determinacion de las
concentraciones de cuatro FAEEs (etil palmitato, etil misristato, eti oleato y
etil estearato). Sin embargo, no parece haber consenso entre los
investigadores sobre qué FAEEs deben medirse en meconio. La técnica de
medicion para los FAEEs en cabello y en meconio mas comunmente utilizada
es por cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS) o por LC-
MS/MS.

c. Etilglucurdnido (EtG):

El uso de etil glucurénido (etil B-D-6-glucurénido; EtG) como un posible

marcador para el consumo de alcohol fue descubierto por primera vez en
1995 por Schmitt. Es catalizado por la superfamilia de enzimas UDP-
glucuronosiltransferasa (UGT), que utilizan el acido UDP-glucurénico como
cofactor. Aproximadamente el 0,02-0,06% de la cantidad total de etanol
consumido se elimina como EtG en la orina. Representa una herramienta util
ya que el EtG se vuelve detectable hasta 4 dias después de la eliminacion

completa del alcohol del cuerpo. ElI EtG puede ser detectado en varias
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matrices bioldgicas, tanto en las consideradas matrices tradicionales (sangre
y orina) como en las matrices alternativas (pelo y meconio), también se ha
descrito también en tejidos postmortem. Este metabolito es el resultado de la
conjugacion del etanol y el acido glucorénico, segun la cantidad de etanol en
exceso la concentracion de EtG puede variar. Es un marcador de consumo
agudo y de consumo cronico de etanol, esta valoracion depende de la
muestra utilizada durante el ensayo analitico. La presencia de EtG en la orina
sugiere un consumo reciente de alcohol en un tiempo en el que el etanol en
si ya no puede medirse en el aliento o en los fluidos corporales.

La formacion de EtG es catalizada por multiples enzimas de UGT, lo que
implica que cualquier diferencia funcional debida a polimorfismos de las UGT
seria muy probablemente enmascarada por una combinacién de otras
isoformas de las UGT. Por lo tanto, no hay ninguna razén farmacogenética
por la que el EtG no pueda utilizarse como biomarcador para el consumo de
etanol. El consumo de una cantidad relativamente pequefia de etanol, 7 g
(equivalente al contenido de una cerveza de 0,33 L, con 2,2% de etanol)
puede resultar en concentraciones de EtG detectables durante 6 horas en la
orina (67). El tempo de deteccién en la orina parece ser mas largo en grandes
consumidores cronicos de alcohol, encontrandose EtG en la orina de los
pacientes con dependencia de alcohol después del ingreso para el
tratamiento de desintoxicacién durante 2 a 5 dias.

En los ultimos afos, se ha demostrado que el consumo de alcohol puede
determinarse indirectamente analizando el cabello (68). La naturaleza soélida
y duradera del cabello asegura un tiempo de deteccion sustancialmente mas
largo para las sustancias quimicas. Durante el periodo de crecimiento, las
sustancias pueden entrar en el cabello ya sea a través de la incorporacion
por difusién de la sangre en las células en crecimiento o por deposicion del

sudor o del sebo en el tallo capilar completo.
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d. Etilsulfato (EtS)

Este metabolito es el resultado de la conjugacion del alcohol y una sulfato

conjugacion con la 3'- fosfoadenosina 5'- fosfosulfato y la accion de
sulfotransferasa citosodlica produciéndose EtS. La valoracion de su
concentracién, con el consumo agudo y crénico de etanol, tiene mucha
importancia cuando se relaciona con la del EtG. La presencia de EtS en la
orina sugiere un consumo reciente de alcohol en un tiempo en el que el etanol
en si ya no puede medirse en el aliento o en los fluidos corporales,
encontrandose en la orina de los pacientes con dependencia de alcohol

después del ingreso para el tratamiento de desintoxicacion durante 2 a 5 dias.

3.1.6.2 Biomarcadores Indirectos

Los biomarcadores indirectos son enzimas o células que experimentan
cambios tipicos en respuesta al consumo agudo o crénico de alcohol. Durante
muchos anos, se han utilizado clinicamente varias pruebas de laboratorio de
facil acceso como indicadores de consumo excesivo de alcohol. En este
grupo de pruebas se incluye la aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT), la glutamiltransferasa (GGT), y el volumen
corpuscular medio (VCM). Un nuevo biomarcador, la transferrina carbohidrato
(CDT), sola o en combinacion con la GGT, se esta convirtiendo cada vez mas
en la prueba solicitada con frecuencia para detectar trastornos por consumo
de alcohol. En general, los biomarcadores indirectos, se producen por
alteraciones patolégicas o metabdlicas ocasionadas por elevadas
concentraciones de alcohol en el organismo, y la valoracién de muchos de
estos marcadores depende de la comparacion de los valores detectados
frente a rangos normales o parametros fisiologicos (81,95, 99). Estos
biomarcadores no sélo difieren significativamente en lo que se refiere al
periodo durante el cual pueden detectarse y la cantidad de consumo de
alcohol, ya que para que exista alguna modificacion en la practica clinica y

obtener un resultado positivo en la prueba, generalmente debe existir un
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consumo cronico. Estas pruebas tienen limitada especificidad debido a que
pueden afectarse por patologias no relacionadas con el consumo cronico de
alcohol y/o con el consumo de medicamentos, por lo que puede que se
manifiesten en ausencia de exposicion al alcohol (1-3), ya que estos
parametros pueden ser anormales debido a otras condiciones.

A continuacion, se describen algunos de los marcadores indirectos mas

utilizados:

A. Enzimas hepaticas

Gamma-glutamiltransferasa (GGT):
La gamma-glutamil-transferasa sérica es el marcador de laboratorio mas
ampliamente usado como test para abuso de alcohol, debido a su relacion

con el dafio hepatico.

Transaminasas:

La Aspartato-aminotransferasa (AST) o Glutamato oxalacetato transaminasa
(GOT) y la Alanina-aminotransferasa (ALT) o glutamato piruvato
transaminasa (GPT) son las enzimas mas frecuentes que marcan un dafio
hepatico por lisis celular. El cociente entre GOT y GPT indica dafio hepatico
y la posible causa por consumo de alcohol. La GGT es una enzima
microsémica hepatica que puede aumentar debido a la liberacion de las
células hepaticas dafadas por el alcohol, las drogas hepatotéxicas, la
isquemia, hepatitis viral y medicamentos como los barbituricos y la fenitoina,
entre otras causas, que pueden generar falsos positivos. De las enzimas
hepaticas, la GGT es la que mas tarda en recuperarse después de dejar de
consumir alcohol (de 2 a 3 semanas), lo que hace que este marcador sea
menos beneficioso para la salud. El valor clinico de la GGT como prueba de
cribado, es debido a que los niveles de GGT estan relacionados con el estado
de estrés oxidativo, que es el mecanismo clave por el cual el uso de etanol
promueve lesiones en los tejidos. La sensibilidad general de la GGT es

moderada para la deteccién de uso intensivo de etanol.(69)
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Con respecto a las transaminasas, la ALT se encuentra sélo en los
hepatocitos mientras que la AST esta presente en muchos tejidos diferentes,
pero predomina en el higado y en el musculo esquelético. En consecuencia,
las elevaciones de AST no son necesariamente especificas del higado. Una
relacion de AST/ALT superior a 1.5 sugiere que el dafio hepatico se debe al
alcohol y no a otras causas (70). Las transaminasas no son tan sensibles o

especificas para el consumo excesivo de alcohol como el GGT o la CDT.

B. Volumen corpuscular medio (VCM)

El VCM es una medida del tamafio de los glébulos rojos y es un parametro
hematoldgico de rutina. EI VCM medio es mas alto en los bebedores cronicos
y parece haber una correlacién positiva entre el grado de consumo de alcohol
y el tamano de los glébulos rojos (20). Se considera que hay una relacién
entre la macrocitosis y el consumo de alcohol, pero el VCM no es un marcador
adecuado para medir la abstinencia porque puede tomar de 2 a 4 meses para
alcanzar los valores de referencia después de que se haya detenido el
consumo de etanol (11,20). El VCM puede estéar elevado por muchas otras
condiciones, tales como deficiencia de folato, hipotiroidismo y anemia

hemolitica, entre otros.

C.Transferrina deficiente de carbohidratos (CDT)

La transferrina es una glicoproteina sintetizada en el higado que funciona
como proteina transportadora de hierro. La transferrina tiene diferentes
isoformas que varian en el numero de acidos sialicos terminales. La CDT se
refiere a isoformas que son deficientes en acido sialico. La CDT suele ser
definida como las isoformas disialo, monosialo y asialo de la transferrina,
siendos estas 2 ultimas las que se relacionan con el consumo de etanol. Este
metabolito puede ser utilizado en la valoracion del consumo crénico de
alcohol. Esta prueba tiene una sensibilidad y especificidad moderadas y es

un marcador a largo plazo de consumo de alcohol (1). El consumo de 50 a 80
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g de alcohol al dia durante 1 a 2 semanas eleva la TDC por encima de los
niveles basales. Es especialmente util como marcador de abstinencia porque
tiene una vida media relativamente corta (1,5 semanas) y vuelve a los niveles
de referencia de 2 a 5 semanas después de cesar el consumo de alcohol.
Algunos estudios contindan reportando mas falsos positivos en trastornos
congénitos poco frecuentes de la glicosilacion como el sindrome de
glicoproteina deficiente en carbohidratos, en el que puede estar elevada la
CDT. Ademas, los pacientes con enfermedad hepatica crénica avanzada

pueden tener valores altos de CDT en ausencia de ingesta de alcohol.

D. HDL-Colesterol y Triglicéridos

Es sabido que un consumo excesivo de alcohol puede alterar el metabolismo
y el transporte lipidico del organismo. Multiples estudios poblacionales
recientes confirman que el consumo de alcohol esta asociado con un
aumento de los triglicéridos plasmaticos. EI consumo de alcohol se asocio
linealmente con los triglicéridos plasmaticos, mostrando las concentraciones
mas altas en aquellos individuos con el mayor consumo de alcohol. Si bien
los triglicéridos no son buenos marcadores porque esta anomalia se puede

generar por otras alteraciones posiblemente de caracter patoldgico.
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4 JUSTIFICACION

La mayoria de biomarcadores directos no oxidativos del alcohol mencionados
(EtG, EtS y FAEESs) se han validado en estudios experimentales donde se
han administrado una o dos dosis de alcohol a voluntarios sanos
principalmente de género masculino y se han recogido muestras puntuales
de sangre, orina o cabello (71-75). La gran limitacion es que los datos
publicados hasta la fecha son incompletos. En unos estudios se emplea e
identifica o utiliza un solo biomarcador o matriz biolégica, en ocasiones EtG y
EtS y en otros estudios los FAEEs. Ademas, la mayoria incluye pocos sujetos
y se emplean solamente una o dos dosis de alcohol, que son dosis medias o
bajas (entre 2 y 4 UBE). En otras ocasiones, se trata de estudios
observacionales en personas que habian ingerido altas dosis de etanol por
su cuenta o estaban en el proceso de desintoxicacion alcohdlica. De nuevo

solo se evallia uno o dos de los biomarcadores (67,74,76).

No existen estudios en que se hayan administrado varias dosis de alcohol, de
bajas a elevadas y se hayan evaluado todos los biomarcadores mencionados.
El uso de los biomarcadores citados en el presente proyecto, permitira
identificar qué marcador resulta mas adecuado en cada caso y estudiar

también sus perfiles cinéticos a distintas dosis de alcohol.

Como antecedente directo de este proyecto de tesis podemos mencionar que
en el marco de un proyecto del ISCIII-FIS (referencia FIS P108/1913, IP. Magi
Farré, titulado “El hidroxitirosol como antioxidante de origen enddgeno y
natural: modulacion por la ingesta de alcohol”), que versaba sobre las
propiedades antioxidantes del alcohol y su relacion con la formacion
endogena de hidroxitirosol (DOPET), tuvimos la oportunidad de administrar
dosis unicas de alcohol a un grupo de voluntarios sanos y determinar los
biomarcadores citados (EtG, EtS, FAEE) en algunas de las muestras de
sangre y orina de hasta 24 horas. No se recogieron muestras de cabello ni

saliva, ni muestras adicionales mas alla de las 24 horas tras la dosis de
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alcohol, ya que no eran necesarias para la finalidad del proyecto. Las dosis
oscilaron entre 8 y 42 g. El numero de sujetos también fue limitado (6 sujetos

varones en la mayoria de dosis, y alguna con 12 sujetos también varones).

Los resultados mostraron que tras la administracion de dosis crecientes de
alcohol (8-42 g) se producia un incremento significativo de las
concentraciones de alcohol en sangre. El AUC de la alcoholemia siguié una
relacion no lineal con la dosis de alcohol a partir de 42 g, como ya se habia
descrito con anterioridad (77). La excrecion de EtG en orina también aumento
con la dosis, y lo que es mas importante, y no hemos encontrado descrito en
la literatura, es que las concentraciones aumentaron de forma no lineal a
partir de la dosis de 42 g (78). Se desconoce lo que podria ocurrir con dosis
mas altas a las utilizadas en ese estudio, y si habria diferencias entre ambos

géneros.
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5 HIPOTESIS

Las hipétesis de de esta Tesis son las siguientes:

1. Las concentraciones de alcohol tras el consumo experimental de dosis
crecientes de alcohol en plasma en sujetos adultos presentan una
relaciéon no proporcional a la dosis (no lineal).

1.1. Las concentraciones de alcohol aumentan de forma desproporcional
a la dosis administrada, especialmente a dosis altas, mostrando una
cinética no lineal.

1.2. Las concentraciones de alcohol son mayores en las mujeres cuando

se administran dosis idénticas en ambos géneros.

2. Las concentraciones de los biomarcadores no oxidativos del alcohol,
concretamente el etilglucurénido (EtG), el etilsulfato (EtS) y los esteres
etilicos de acidos grasos (FAEESs) presentan una relacién no proporcional
a la dosis (no lineal).

2.1. Las concentraciones de los biomarcadores no oxidativos del alcohol
aumentan de forma desproporcional a la dosis administrada,
especialmente a dosis altas, mostrando una cinética no lineal.

2.2. Las concentraciones de biomarcadores no oxidativos del alcohol son
superiores en mujeres.

2.3. Las concentraciones de Etilglucuronido y de Etilsufato persisten mas
tiempo que las de alcohol en plasma, en orina se pueden encontrar

hasta dos dias después del consumo agudo.

3. Los efectos farmacoldgicos agudos del alcohol tras su administracion
experimental (fisiolégicos y subjetivos) son mayores a medida que se
incrementan las dosis de alcohol.

3.1. Las dosis crecientes de alcohol aumentaran la sensacion de

borrachera y los efectos estimulantes-sedantes (BAES)
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3.2. Las dosis crecientes de alcohol aumentaran los efectos sobre la
frecuencia cardiaca

3.3. En las mujeres los efectos de dosis crecientes de alcohol son
mayores que en los hombres cuando la dosis administrada es
idéntica. Las mujeres presentan mas efectos negativos y adversos

que los hombres.
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6 OBJETIVOS

Los objetivos de esta Tesis fueron los siguientes:

1.

Conocer las concentraciones de alcohol tras el consumo experimental
de dosis crecientes de alcohol en plasma en sujetos adultos.
1.1 Comparar las concentraciones tras dosis crecientes de alcohol.

1.2 Comparar las concentraciones entre hombres y mujeres.

Conocer las concentraciones de los biomarcadores no oxidativos del

alcohol mas relevantes, el etilglucurdnido (EtG), el etilsulfato (EtS) y

los esteres etilicos de acidos grasos (FAEEs) en plasma tras el

consumo experimental de dosis crecientes de alcohol en sujetos

adultos.

2.1 Comparar las concentraciones tras dosis crecientes de alcohol.

2.2 Comparar las concentraciones entre hombres y mujeres.

2.3 Comparar las concentraciones en plasma y orina de
etilglucurénido (EtG), el etilsulfato (EtS) tras dosis crecientes de

alcohol.

Conocer los efectos farmacoldgicos agudos (fisioldgicos y subjetivos)

tras el consumo experimental de dosis crecientes de alcohol en

sujetos adultos.

3.1 Comparar los efectos farmacoldgicos subjetivos (borrachera y
efectos estimulantes-sedantes) tras dosis crecientes de alcohol.

3.2 Comparar los efectos farmacologicos fisiologicos
(cardiovasculares) tras dosis crecientes de alcohol.

3.3 Comparar los efectos entre hombres y mujeres.
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7 METODOS
7.1 PROYECTO Y FINANCIACION

La presente memoria se enmarca en un proyecto financiado por el Plan
Nacional Sobre Drogas (PNSD) titulado “Biomarcadores de consumo de
alcohol: evaluacion adultos y menores” (expediente numero 2013/062),
cuyo investigador principal fue el Dr. Magi Farré Albaladejo y después la
Dra. Francina Fonseca, ambos directores de esta Tesis. El proyecto
constaba de cuatro subestudios. El primero es un ensayo clinico en un
grupo de voluntarios sanos adultos que han recibido una dosis Unica de
etanol. El segundo es un seguimiento durante dos meses de un grupo de
adultos consumidores de alcohol a dosis bajas (2-3 UBE/dia). El tercero es
un seguimiento durante dos meses de un grupo de adultos consumidores
de alcohol a dosis elevadas (6 o mas UBE/dia, incluidos alcohdlicos en
seguimiento). El cuarto es un seguimiento durante dos meses de un grupo
de menores (entre 14 -17 anos) consumidores de alcohol que acuden a un
programa de educacion para dejar de consumir (el consumo sera mayor
de 2 UBE/dia). El protocolo sufri6 una modificacion relevante en el
subestudio 1 para cambiar el investigador coordinador y principal del
mismo, a su vez, se afadieron varias escalas para evaluar los efectos
subjetivos del alcohol. Se redactdé una nueva hoja de informacion vy

consentimiento informado incorporando dicho cambio.

Para el desarrollo de esta Tesis solo se incluye el primer subestudio del

proyecto de investigacion descrito.

El protocolo correspondiente a este estudio titulado “Biomarcadores de
consumo de alcohol: evaluacion adultos y menores subestudio 1: conocer
el perfil de los biomarcadores no oxidativos del alcohol mas relevantes
(EtG, EtS y los FAEES) tras el consumo experimental de dosis crecientes

de alcohol en sujetos adultos”, fue aprobado por el Comité Etico de
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Investigacion Clinica del Parc de Salut Marc (CEIC Parc de Salut Mar) y
registrado en Clinicaltrials.gov (NCT02311686). Al tratarse de un ensayo
clinico sin medicamentos, no se solicitd la autorizacion a la Agencia
Espafnola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) segun la
Directiva Europea de ensayos clinicos 2001/20/CE (traspuesta al Real
Decreto 223/2004) y por ello la legislacion aplicable fue la Ley de
Investigacion Biomédica (Ley 14/2007, de 3 de julio).

7.1.1 Diseio

El disefo del estudio fue el de un ensayo clinico de fase | a simple ciego,
no aleatorizado y en voluntarios sanos, con el objetivo de estudiar el perfil
de los biomarcadores no oxidativos del alcohol tras consumos agudos de
dosis distintas de alcohol y saber su comportamiento en sujetos que
consumen alcohol dentro de la categoria sin riesgo. Para ello, se
administraron 4 diferentes dosis de alcohol con una sola condicion de

tratamiento por voluntario (ver apartado de condiciones de tratamiento).

Como se muestra en el apartado de resultados, participaron un total de 53
voluntarios sanos (32 hombres y 21 mujeres), con experiencias previas de
embriaguez tras consumo de alcohol de forma recreacional. Los
participantes se distribuyeron en cuatro cohortes de tratamiento. Tres
cohortes reclutaron un total de 45 sujetos con un total de 15 voluntarios de
ambos géneros (8 hombres y 7 mujeres) por cohorte. Una cuarta cohorte

incluyo 8 sujetos de género masculino.

En el caso de retirada o abandono de un sujeto, este sujeto fue sustituido
por otro que recibié el mismo tratamiento asignado al sujeto que fue

retirado o que abandondé.

Enmascaramiento.
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Como ya se ha comentado, este estudio se realizé6 con un disefio simple
ciego. El voluntario no era informado sobre la dosis que recibiria. Se
utilizaron recipientes opacos para las administraciones y se mezclo el
vodka con agua sabor limoén para disimular un poco el sabor de las dosis
bajas de etanol. El valor obtenido de la alcoholemia en aire espirado no se

mostré a los voluntarios.

7.1.2 Condiciones de tratamiento

Las dosis de alcohol escogidas en este estudio estaban comprendidas en
el rango de consumo de alcohol de patron mediterraneo, desde dosis bajas
hasta dosis claramente superiores que producen sintomas importantes de
embriaguez. Se administraron dosis unicas y por via oral de 20 g, 40 g, 60
g y 80 g de alcohol (etanol) a cuatro distintas cohortes de sujetos. La
cantidad de alcohol administrada en este estudio fue en formato solucion
hidroalcohdlica con una mezcla de Vodka Absolut® (Ahus, Sweden) diluido
con agua Fontvella® sabor limén sin contenido caldrico (Aguas Danone,

SA, Barcelona).

Las condiciones de alcohol en este estudio no fueron aleatorizadas entre
los participantes. Para minimizar riesgos, se realizdé una anamnesis dirigida
al consumo de alcohol durante la visita de seleccion en la que los sujetos
informaban sobre su consumo aproximado de alcohol acumulado semanal
en (UBE) y su habito de consumo. Se preguntaba sobre la experiencia
previa en borracheras, y el consumo en atracén (“binge drinking”) y en caso
afirmativo sobre la cantidad de consumo. En funcion de ello se
seleccionaba a los sujetos para formar parte de las distintas cohortes,
siendo los consumos mas bajos distribuidos en las dosis de 20g de alcohol,
los consumos moderados para las dosis de 40g y los mayores
consumidores en las dosis altas 60g-80g respectivamente. En cuanto al

orden de las dosis, por principio de prudencia, no se administro la dosis de

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacién con la dosis 49



METODOS

80g de alcohol hasta haber administrado al menos a 4 voluntarios con 60g

sin la aparicion de efectos adversos graves y una tolerabilidad adecuada.

Como justificacion de estas dosis, en estudios previos realizados en
nuestra unidad se habian administrado dosis unicas de alcohol de entre
42-65 g siendo bien toleradas por los voluntarios, (79) (0,8g/kg), (80)
(0,8g/kg), ((81) (0,8 g/kg). (82) (0,7g/kg), (78) (0.2g/kg) (83) (0,8g/kg)). En
estudios anteriores del grupo u otros investigadores se administraron dosis
de alcohol mas altas ya fueran unicas o multiples, desde 0,7 a 1 g/kg y
hasta 1,5 g/kg (84-88), (89), (79) (0,8g/kg), (80) (0,8g/kg), (90) (1g/kg),
(82) (0,7g/kg), (83) (0,8g/kg); (81) (0,8 g/kg), (91) con una buena
tolerabilidad.

Para la administracion de los g de alcohol, se calcularon mediante la

siguiente férmula:

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

Con esta férmula se han podido calcular los ml de Vodka necesarios para
cada una de las dosis de alcohol a administrar. En el caso del vodka
utilizado, la graduaciéon alcohdlica fue del 40%, que representa una
cantidad de 32g por 100 mL. Una dosis de 10 g de alcohol se corresponde
aproximadamente a lo que en medicina denominamos 1 Unidad de Bebida
Estandar (UBE), por lo que en este estudio se administraron entre 2 y 8
UBE.

El calculo de la alcoholemia maxima esperable tras consumir bebidas
alcohdlicas es relativamente sencillo de calcular si se considera una

ingesta aguda en un estomago vacio.
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Se utiliza la siguiente formula

Alcoholemia previsible (g/l) = g alcohol absoluto ingeridos/ Kg

de peso corporal x 0,7 (hombre) o 0,6 (mujer)

En este estudio para las dosis mas altas, las de 60 y 80 g, se seleccionaron
sujetos con pesos de al menos 67 kg para que las dosis resultantes sean
de como maximo 1,2 g/kg. Las alcoholemias maximas previsibles se
obtendran con esta dosis. En el caso de los hombres para uno de 67 kg

serian 1,7 g/l y en las mujeres 2 g/l.

El tiempo necesario para que el alcohol desaparezca del organismo puede
calcularse tomando como promedio una eliminacion de 0,15 g/l por hora,

segun la formula siguiente:

Tiempo necesario para eliminar el alcohol

(h) = alcoholemia en (g/l) /0,15 (g/I/h)

Esto supone que se tardara en eliminar el alcohol, segun los calculos, 11,3
h en el caso de los hombres para y 13,3 h, para las mujeres

respectivamente

El tratamiento que se administré a cada voluntario en dosis unica fue una
solucion que se obtuvo mezclando Vodka Absolut y agua Fontvella sabor

limon del siguiente modo:

Para calcular los ml de vodka que se debian administrar en cada caso se

procedié del siguiente modo:
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Tabla 3: Condiciones de tratamiento

Estudio (N=53)

Cohorte 1 20 g de etanol: 63 ml de Vodka diluidos en 337 ml de agua
(N=15)

Cohorte 2 40 g de etanol: 125 ml de Vodka diluidos en 275 ml de agua.

(N=15)

Cohorte 3 60 g de etanol: 188 ml de Vodka diluidos en 212 ml de agua

(N=15)

Cohorte 4 80 g de etanol: 250 ml de Vodka diluidos en 150 ml de agua.

(N=8)

N: numero de sujetos.

Se administro la solucion hidroalcohdlica de 400 ml en dosis Unica por via
oral, ambos componentes se mantuvieron en nevera hasta su preparacién
y consumo. La bebida se consumié en un periodo de 15 minutos
distribuidos en tres recipientes opacos (133 ml cada uno) que se tomaban

a intervalos de 5 minutos (un vaso cada 5 minutos).

7.1.3 Sujetos

Los participantes debian ser voluntarios sanos de ambos géneros de entre
18 y 55 afios. Los sujetos participantes en este estudio fueron reclutados
mediante entrevista telefonica obtenida de la base de datos de voluntarios
que han participado previamente en estudios en la Unidad de

Investigacion.
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7.1.4 Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

1)
2)

3)

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

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

El ECG vy la analitica general en sangre y orina realizados antes del
ensayo deberan estar dentro de los limites de la normalidad. Se
admiten variaciones menores o puntuales de los limites de la
normalidad si a criterio del Investigador Principal, teniendo en cuenta
el estado de la ciencia, no tienen trascendencia clinica, no suponen
riesgo para los sujetos y no interfieren en la valoracion del producto.
Estas variaciones y su no-relevancia seran justificadas por escrito de
forma especifica.

El indice de masa corporal (IMC=peso/talla?) estar4 comprendido entre
19y 29 kg/m?, y el peso entre 50 y 100 kg (para las dosis de 60y 80 g
los sujetos deberan pesar minimo 67 kg)

Mujeres con un ciclo menstrual de duracion entre 26-32 dias y que sea
regular.

Sujetos con consumo social o recreacional de alcohol, de al menos 1
UBE/dia (acumulado en la semana) y con experiencia de varias

borracheras.

Criterios de exclusion

No cumplir los criterios de inclusion.
Antecedentes o evidencia clinica de trastornos gastrointestinales,

hepaticos, renales o de otro tipo que puedan suponer una alteracién
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de la absorcion, distribucién, metabolismo o excrecion del farmaco, o
que sean sugestivos de irritacion gastrointestinal por farmacos.
Antecedentes o evidencia clinica de trastornos psiquiatricos,
alcoholismo, abuso de farmacos u otras drogas o consumo habitual de
farmacos psicoactivos.

Haber donado sangre las 8 semanas previas, haber participado en este
mismo estudio las 8 semanas previas o haber participado en ensayos
clinicos con farmacos en las 12 semanas anteriores.

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

Sujetos que presenten intolerancia o hayan presentado reacciones
adversas graves al alcohol.

Haber tomado medicacién regularmente en el mes previo a las
sesiones del estudio, a excepcion de vitaminas, remedios a base de
hierbas o complementos dietéticos que, a juicio del Investigador
Principal o los colaboradores designados por éste, no supongan riesgo
para los sujetos y no interfieran en los objetivos del estudio.
Tratamiento con dosis Unicas de medicacion sintomatica en la semana
previa a las sesiones del estudio no sera motivo de exclusiéon si se
supone que se ha eliminado completamente el dia de la sesion
experimental.

Fumadores de >10 cigarrillos al dia

Consumo de mas de 20g de alcohol diarios en las mujeres y mas de
40g en los hombres.

Consumidores de mas de 5 cafés, tés, bebidas de cola, u otras bebidas
estimulantes o con xantinas diarios en los 3 meses previos al inicio del

estudio.

10) Sujetos que no sean capaces de entender la naturaleza del ensayo y

los procedimientos que se les solicita seguir.

11) Sujetos con serologia positiva para hepatitis B, C o VIH.
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12) Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia, o que utilicen
anticonceptivos hormonales o no utilicen medidas anticonceptivas
fiables durante el estudio (como la abstinencia, los dispositivos
intrauterinos, métodos de doble-barrera o con pareja vasectomizada).

13)Mujeres con amenorrea o sindrome premenstrual de intensidad
severa.

14) Sujetos orientales

7.1.4.1 Calculo del tamano muestral

El tamario de la muestra se calculé basandose en varias estimaciones del
tamafo maestral necesario con estos datos: Segun los datos de un estudio
previo realizado en la Unidad (78) con diferentes dosis de alcohol los
valores del AUC de 0 a 6h de la concentracion del éster etilico de acido
palmitato para 12, 18 y 42 g de alcohol fueron 75,2 £ 13,4 ng x h /ml, 123,1
1+ 30,52 ng x h /mly 595 + 136,3 ng x h /ml, respectivamente.

Para la comparacién entre 10 y 20 g (usando datos de 12 y 18 g previos)
son necesarios 12 sujetos por cohorte. Aceptando un riesgo alfa de 0,05y
un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral, se precisan 12 sujetos en
cada grupo para detectar una diferencia minima de 47,9 entre dos grupos,
asumiendo que existen 4 grupos y una desviacion estandar de 30,5. Se ha
estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 10%.

Para la comparacion entre 20 y 40 g (datos de 18g y 42 g previos) son
necesarios 3 sujetos. Aceptando un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de
0,2 en un contraste bilateral, se precisan 3 sujetos en cada grupo para
detectar una diferencia minima de 472 entre dos grupos, asumiendo que
existen 5 grupos y una desviacion estandar de 136. Se ha estimado una
tasa de pérdidas de seguimiento del 10%. Se hizo lo posible por incluir 8

de cada género, pero finalmente se incluyeron en cada cohorte 15 sujetos,
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con lo que se prevé poder encontrar diferencias entre todas las dosis
correlativas del estudio para esta variable. Aunque el objetivo del estudio
no fue comparar las concentraciones de metabolitos entre los distintos
geéneros, se considera que con 8 sujetos de cada uno por cohorte sera
suficiente para detectar diferencias si estas fueran de una magnitud similar
a las existentes entre dos dosis correlativas de alcohol. Las pérdidas se
estiman en 10 sujetos, de modo que participaran un maximo de 60
voluntarios. El ensayo clinico fue registrado en ClinicalTrials.gov (NCT
02311686).

7.1.5 Variables

El estudio incluia variables adicionales cuyos resultados no se presentan
en esta memoria al no estar disponibles de forma completa o no se han
evaluado/analizado en el momento de escribir esta memoria, ademas se
considera que no afectan al objetivo principal de este estudio. A
continuacién, se describen unicamente las variables analizadas cuyos

resultados forman parte de la memoria de esta Tesis doctoral.

Variable principal:

- Concentraciones sanguineas de FAEEs (palmitato, linoleato,
oleato estearato y araquidonato). El total de FAEEs corresponde a
la suma de los FAEEs analizados en el estudio (palmitato, linoleato,
oleato, estereato y araquidonato).

Variables secundarias:

- Concentraciones de etanol en sangre
- Concentraciones de EtG en sangre

- Concentraciones de EtS en sangre

- Excrecion urinaria de etanol

- Excrecion urinaria de EtG
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- Excrecion urinaria de EtS

- Efectos subjetivos (escala analdgica visual que evaluara la
sensacion de borrachera).

- EAV (Efectos esperados por las distintas dosis de alcohol)

- EAV (Recordatorio maxima sensacion de borrachera)

- Escala BAES (Cuestionario de Efectos Bifasicos del Alcohol)

- Cuestionario ARCI (Forma Reducida)

- Cuestionario VESSPA (Valoracién de Efectos Subjetivos de
Sustancias con Potencial de Abuso)

- Cuestionario de identificacion de dosis

Valoracién de Seguridad:

- Seguridad y tolerabilidad del alcohol a las dosis empleadas.

Se realizé una analitica de sangre y orina a las 72 h para controlar si hay
algun cambio significativo en las enzimas hepédticas y otros parametros
biolégicos. También se realizé una revision médica final a las 72h.

El consumo agudo de alcohol puede producir una gran variedad de
efectos. Los efectos agudos del alcohol dependen de la dosis y de la
tolerancia de cada individuo. En las fases iniciales de la intoxicacion
alcohdlica predomina el efecto estimulante y después aparecen los efectos
sedantes. Para evitar situaciones de riesgo prevenibles los voluntarios no
podran abandonar la Unidad hasta transcurridas 10 horas desde la
administracion y siempre y cuando los niveles de alcohol en aire espirado
sean inferiores al limite legal para la conduccion de vehiculos (0,25 mg/L

en aliento, equivalentes a 0,5 g/L en sangre, para conductores no noveles).
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7.1.5.1 Meétodos analiticos

Las técnicas analiticas utilizadas para determinar las diferentes variables
consistiran en un enzimo inmunoensayo para el etanol (DRI® Ethyl Alcohol
Assay, Thermo Fisher, Fremont, CA, USA) y etilglucurénido (DRI Ethyl
Glucuronide Assay [DRI-EtG EIA], Microgenics Corp, (92), cromatografia
liquida de ultra alta resolucion (UPLC) acoplada a espectomertria de
masas para el etilglucurénido y etilsulfato (desarrolladas en el laboratorio
del IMIM) y cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas
para los FAEEs (32) (93). Todas estas determinaciones se realizaron en el
IMIM.

7.1.6 Requerimientos del estudio

Los sujetos debian respetar determinadas restricciones como
requerimientos durante su participacion. No consumir bebidas alcoholicas
en las 72h previas al inicio de cada sesion y hasta una semana después de
la sesion experimental. Tampoco debian tener ningun contacto con otras
fuentes de etanol (desinfectantes de manos, enjuagues bucales, tinte para
el pelo) desde tres dias antes de la sesion, No estaba autorizado el consumo
de farmacos que no estuviesen autorizados por el Investigador principal o
sus colaboradores durante su participacion en el estudio. En el caso de
terapia sintomatica se permitiria en la semana antes de la inclusion en el
estudio, siempre que si para el dia de la sesion experimental se calculaba
que el farmaco ya se habia eliminado y que no supusiera riesgo para los
sujetos y/o interfiriera en los objetivos del estudio, al igual que el consumo
drogas de abuso durante su participacion en el estudio estaban prohibidas.
Para comprobarlo se les realizaron controles de drogas en orina y etanol en
aliento antes de iniciar cada sesion. Como se trataba de un estudio cuyos
resultados podian estar influidos por los habitos dietéticos, los sujetos tenian

que tener una dieta baja en triglicéridos 24 horas a la sesion experimental y

Universitat Autbnoma de Barcelona / Tesis Doctoral 58



METODOS

hasta 24 horas después. Las 24h previas a cada sesion y durante las
sesiones experimentales tampoco podian consumir alimentos ricos en

xantinas como café, mate, té, coca-cola o chocolate.

Ademas, dado el caracter voluntario de la participacion en el estudio, a los
sujetos se le permitia abandonar el mismo sin que fuese necesario
especificar las razones que tienen para hacerlo. Los abandonos o retiradas
serian sustituidos por nuevos voluntarios de modo que el numero de
inclusiones sea el prefijado en cada grupo de tratamiento. La retirada o
abandono del sujeto comportaba cancelar la sesion experimental y/o la
recogida de muestras para la cuantificacion de los metabolitos no oxidativos
del alcohol, pero todos los voluntarios debian acudir a la visita final si ya han

tomado el tratamiento para concluir su participacion en el estudio.

7.1.7 Desarrollo del estudio y de las sesiones experimentales

El estudio y las sesiones experimentales se organizaron del siguiente
modo:

Visita de seleccion

Los sujetos se reclutaron a partir de una base de datos de voluntarios sanos
de la Unidad de ensayos clinicos del IMIM. Fueron contactados
telefonicamente v, tras realizarse un cribado telefonico inicial, fueron citados
para la visita de seleccién que se realizd dentro de las 3 semanas previas al
inicio del estudio. En esta visita se informaba al voluntario del estudio
oralmente y mediante la hoja de informacién. Después se respondia a sus
dudas y preguntas y si aceptaba verbalmente, se procedia a firmar el
consentimiento informado.

A todos los participantes se les realizo una historia clinica y exploracion

médica, se realizaba un electrocardiograma y una analitica general de
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sangre y orina. Ademas, se realizaba una determinacién de drogas en orina
y de alcohol en aliento. Se pasaba un cribado de alcoholismo (test AUDIT).
Para conocer su consumo de alcohol y la tolerabilidad al mismo, Se les
preguntaba sobre las cantidades de alcohol consumida de forma habitual y
el patrébn de consumo. Ademas, se les mostraban algunos de los
cuestionarios-escalas de efectos para que marcaran simulando una
embriaguez a diferentes dosis de alcohol (similares a las del protocolo).

La analitica general constaba de un perfil bioquimico (glucosa, urea,
creatinina, acido urico, sodio, potasio, LDH, CPK, bilirrubina total y directa,
AST (GOT), ALT (GPT), gamma-GT (GGT), fosfatasa alcalina, calcio,
fosforo, proteinas totales, albumina, colesterol y triglicéridos), hemograma
(hematies, hemoglobina, hematocrito, recuento y férmula de leucocitos),
coagulacion (plaquetas, PTT y TP), serologias (VHB, VHC y VIH), y analisis
elemental de orina (pH, glucosa, cuerpos cetonicos, bilirrubina,
urobilinégeno, proteinas, hematies/hemoglobina, leucocitos y nitritos).

Para la inclusion los valores de las analiticas debian encontrarse dentro de
los limites de la normalidad. Se admitierén variaciones menores o puntuales
de los limites de normalidad si a criterio del Investigador Principal no tenian
trascendencia clinica, ni suponian riesgo para los sujetos y/o interferian en
la valoracion del producto. Estas variaciones y su no-relevancia se
justificaban por escrito de forma especifica en la Historia clinica.

Todos aquellos sujetos que cumplieran con todos los criterios de inclusion y
no cumplieran ningun criterio de exclusion serian considerados aptos para
el estudio.

Los voluntarios deberian abstenerse de tomar bebidas alcohdlicas las 72 h

previas al inicio de la sesién experimental.

Visita Sesion Experimental

Las sesiones experimentales tenian una duracion de 10 horas en las que

permanecian en la unidad de ensayos clinicos y podran irse cuando la
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alcoholemia era inferior a los limites legales aceptados para la conduccion
de vehiculos (0,5 g/l, que se corresponde a 0,25 mg/l en aire espirado para
conductores normales y de 0,3 g/L, que se corresponde a 0,15 mg/L para
conductores noveles). Incluyendo las dosis mas altas en las que se preveia

que la alcoholemia seria inferior a ese limite en esas 10 horas.

Antes de la administracion

El voluntario/a se presentaba sobre las 7:45 de la mafana, en ayunas de 10
h para alimentos sélidos y 2 horas de ayuno para liquidos. A su llegada se
realizaba un test de drogas en orina y una alcoholemia en aire espirado
(Etildbmetro Drager®). Se media el agua corporal total mediante una prueba
de bioimpedancia antes de la administracién de alcohol. Antes de
administrar alcohol también se determinaron en sangre la albumina y los
triglicéridos. Después del desayuno, a las 3 h, se realizd una nueva
determinacion de triglicéridos. Estas variables podian ayudar a interpretar
los resultados del estudio ya que el alcohol se distribuye por el agua
corporal, los FAEEs se forman a partir de los acidos grasos y la albumina es

la proteina que se encarga de transportarlos por el plasma.

Tras estos controles los sujetos de estiraban en una cama durante las
siguientes 10 horas. Una vez en reposo en la cama se les colocaba un
catéter intravenoso y se le determinaban las constantes vitales: la presion
arterial sistdlica y diastdlica, la frecuencia cardiaca y la temperatura oral
mediante monitores especificos (Dinamap® Pro Care, Critikon®, Tampa,

FL). Se tomaron muestras de sangre, orina y cabello basales.

Administracion
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Seguidamente se procedia a administrar la bebida que se determinaba
previamente (condicién). Esta se administraba en un vaso opaco, fria,

durante un periodo de 15 minutos (133 ml cada 5 min).
Después de administrar

Se realizaron diferentes evaluaciones y extracciones de sangre que se

detallan en apartados posteriores y se pueden ver en el esquema del estudio

Tras la administracién el voluntario permaneceria en la Unidad al menos
diez horas en las que se realizarian determinaciones seriadas de constantes

vitales por cuestiones de seguridad

El desayuno y la comida el voluntario los recibié en la unidad de ensayos
clinicos. En la cena del dia previo a la sesion experimental y la del dia de la
sesion experimental se evitaron los alimentos con alto contenido en
triglicéridos, por lo que se aportaron unas recomendaciones dietéticas

especificas a los voluntarios.

Las muestras farmacocinéticas realizadas los dias sucesivos a la sesion
experimental serian muestras obtenidas por pinchazo directo. Se tomaron
muestran farmacocinéticas (alcohol y metabolitos) basales, a las 24h, 72h,
1 semana, 1 mes y 2 meses. Se utilizo un tubo con heparina de litio para la
determinacion de alcohol. Muestras de orina fueron recogidas durante las
primeras 72 horas tras el consumo de etanol en intervalos de 6 horas
inicialmente (0-6 h, 6-12 h) y a continuacion de 12-24h (12-24 h, 24-48 h,
48-72 h). Posteriormente se obtuvieron muestras puntuales de orina a la
semana, al 1 mes y 2 meses tras la administracion. Cada sujeto participo
en una unica sesion experimental. La duracion total de cada sujeto en el
estudio fue de un minimo de 9 semanas a un maximo de 13 semanas. Al
final del estudio los sujetos acudieron a una visita final en los que se les

realizaba de nuevo una exploracion fisica.
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En total contando las analiticas de seleccion y final se extrajeron unos 400

ml de sangre a cada voluntario.

Evaluaciones durante las sesiones experimentales

Extracciones de sangre y orina

Se obtuvieron muestras farmacocinéticas-biomarcadores (alcohol y
metabolitos) basales, y a las 0,25, 0,50, 0,75, 1, 1,25, 1,50, 1,75, 2, 2,5, 3,
3,5,4,5, 6,8y 10 horas tras el inicio del consumo. Como se ha comentado
se recogié también sangre a las 24, 72, 1 semana, 1 mes y 2 meses
después.

Las muestras de orina fueron recogidas durante las primeras 72 horas tras
el consumo de etanol en intervalos de 6 horas inicialmente (0-6 h, 6-12 h) y
a continuacion de 12-24h (12-24 h, 24-48 h, 48-72 h).

Constantes vitales

Las constantes vitales: la presion arterial sistolica y diastdlica, la frecuencia
cardiaca y la temperatura oral mediante monitores especificos (Dinamap®
Pro Care, Critikon®, Tampa, FL). Los controles se realizaron a los tiempos

basales, y a las 0,50, 1, 1,50, 2, 4, 6, 8 y 10 horas tras el inicio del consumo.

Variables subjetivas

Para la evaluacion de los efectos subjetivos y emocionales se emplearon
cuatro cuestionarios: escalas analégicas visuales (EAV), el cuestionario
efectos Bifasicos del Alcohol (BAES), una forma reducida del Addiction
Research Center Inventory-49 item (ARCI), el cuestionario de valoracién de

efectos subjetivos de sustancias con potencial de abuso (VESSPA).
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Escalas analégicas visuales (EAV)

Las EAV empleadas median la sensacion de embriaguez de 0 a 10 cm. a
las 0, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas. Los voluntarios evaluaban
en los diferentes tiempos establecidos y marcaban una linea perpendicular
al trazado horizontal, que reflejaba su grado de embriaguez entre la palabra
NADA y la palabra MAXIMO como la que se muestra a continuacion (81,94—
96).

Escala efectos bifasicos del alcohol (BAES)

La Escala de Efectos Bifasicos del Alcohol (BAES) version reducida es una
medida fiable y valida de 14 items de los efectos agudos estimulantes y
sedantes del alcohol, (97) Siete elementos (euférico, lleno de energia,
excitado, estimulado, hablador, animado, vigoroso) comprenden la sub-
escala de efectos estimulantes del BAES, y otros siete elementos (dificultad
para concentrarse, desanimado, siento la cabeza pesada, inactivo, sedado,
pensamiento lento, me siento lento) comprenden la sub-escala de los
efectos sedantes. La escala esta numerada del 0-10, donde 0 es la ausencia
y 10 la mayor intensidad, el voluntario selecciona el numero que mejor
evalua la intensidad del sintoma, se administraron a las 0, 0,5, 0,75, 1, 1,5,
2, 4,6, 8y 10 horas. La puntuacion en la subescala de estimulacion se
midié sumando las puntuaciones de 7 items de estimulacion evaluados
individualmente (euféria, lleno de energia, excitacion, estimulacion,
hablador, animado y vigoroso) mientras que la subescala de sedacién se
obtuvo sumando los resultados individuales de los 7 items de sedacion
(dificultad para concentrarse, desanimado, siento la cabeza pesada,
inactivo, sedado, pensamiento lento, me siento lento (fisico). La
puntuacion de la escala sedacion se ha obtenido haciendo el promedio de

las puntuaciones de los 7 items de estimulacion, y los mismo se ha hecho
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para la subescala de sedacion, en este caso con los 7 items de sedacion,

por este motivo se obtienen puntuaciones que van de 0 a 10.

Addiction Research Center Inventory (ARCI)

Se utilizd una version validada en castellano de la forma reducida del
Addiction Research Center Inventory (ARCI) que consta de 49 items de
respuesta verdadero/falso. Este cuestionario posee cinco subescalas:
ARCI-MBG (Morphine-Benzedrine Group, medida de euforia), ARCI-PCAG
(Pentobarbital-Chlorpromazine-Alcohol Group, medida de sedacién), ARCI-
LSD (Lysergic acid Dyethylamide Scale, medida de disforia y cambios
psicotomiméticos), ARCI-BG (Benzedrine Group, medida de eficiencia
intelectual) y ARCI-A (Amphetamine, escala sensible a los efectos de las
anfetaminas) (81,94—96) se administro antes de dar la administracion y a las

10 h post - administracion.

Valoracién de efectos subjetivos de sustancias con potencial de abuso
(VESSPA)

Se utilizé un cuestionario de 36 items de respuesta tipo Likert (0-4),
desarrollado y validado por investigadores de este Grupo para medir los
efectos de la MDMA. Este cuestionario consta de seis subescalas: SA
(somatizacion ansiosa), CP (cambios de percepcion), PCS (placer y
contacto social), AE (actividad y energia), y PS (sintomatologia psicética)

(82,96) se administré antes de dar la administracion y a las 10 h,

Cuestionario de identificacion de dosis (CID)
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Al final de cada sesidon a las 10h se entregd a cada participante un
cuestionario de identificacion de dosis. El sujeto debia decidir la equivalencia
de la cantidad de alcohol que le ha sido administrada, para ello tenia cuatro
opciones que correspondian con las 4 dosis administradas a) dos cafas de
cerveza (un combinado), b) cuatro cafias de cerveza (dos combinados), c)
seis cafias de cerveza (tres combinados), d) ocho cafias de cerveza (cuatro
combinados). A las 24 h la escala analdgica visual de recordatorio de la
maxima sensacion de borrachera el dia de la sesion experimental (EAV

Recordatorio maxima sensacion de borrachera).

Durante las sesiones no se permitié que los voluntarios durmieran y en las
primeras cuatro horas no podian realizar ninguna actividad. El desayuno se
sirvio a las 2 h de la administracion, y consistié en un bocadillo de pan
integral de jamén de pavo con tomate y unas gotas de aceite de oliva
acompafado de 300 ml de agua. A las 4 h los sujetos recibieron 100 ml de
agua para poder generar suficiente cantidad de orina en cada intervalo. Para
comer el menu estandar era de primero pasta con salsa de tomate y de
segundo pollo a la plancha con lechuga con 300ml de agua. Los sujetos
eran dados de alta si la alcoholemia en aire expirado era negativa y estaban
en condiciones de hacerlo. A continuacion, se muestra en la siguiente tabla
Las determinaciones de sangre, constantes vitales y efectos subjetivos de
las sesiones experimentales con los procedimientos que se realizaron en

cada tiempo.
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Esquema de las sesiones experimentales del estudio

FECHA H HP | HR [ES*| INI [EAV|AN |BAES|CID| PAS | PAD | FC | T*| INI OBSERV
Orina, saliva cabello
d ¥ -
! precess basales, genética,
2015 bioguimica, expresién
génica
HORA INICIO ADMINISTRACION: @ HORA FINAL ADMINISTRACION : _ :
025h
0,50 h Saliva
075h
1h OH espirado, Saliva
expresion génica
125h
15h
1.75h
2h OH espirado
Saliva, Desayuno
(300mi agua)
25h
3h Saliva
35h
4h Saliva,
100 mi agua
expresion génica
5h
Saliva
6h Comida (330 ml agua)
Orina 0-6h
ah OH espirado
expresion génica
Saliva
10h OH espirado
12h Orina 6-12h
i 24 h Orina12h-24h,
2015 Saliva 24h
I 72h Orina24h-48h,
2015 Orina 48h-72h,
H = tiempo; HP = hora prevista; HR = hora real; ES = extraccidn de sangre; INI = iniciales del que realiza |a tarea; EAV =
Escala analbgica visual, PAS = presién arterial sistdlica; PAD = presién arterial diastdlica; T* = temperatura oral.
Oh: tempo en que se realza la administracidn.
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Las zonas sombreadas corresponden a tiempos en que no se determind

la variable en cuestion.

(los resultados de las muestras de saliva no se presentan en esta

memoria).

La identificacion de todos los datos fue recogida directamente en el
Cuaderno de Recogida de Datos (CRD) Los datos clinicos y los resultados
de las analiticas se registraron en la historia clinica. La duracion total del
estudio fue de un minimo de 9 dias por voluntario (una semana para la

seleccidn, una dia para la sesién experimental y el control a las 24h.
El ensayo finaliz6 con la visita final del ultimo sujeto incluido.

Periodo de inclusiéon: 12 meses

7.1.8 Meétodos de analisis de las muestras

A continuacién, se describe el método analitico que se utilizé para analizar

cada una de las muestras de sangre u orina.

e Concentraciones de etanol en sangre.

Se determinaron mediante un inmunoensayo de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Diagnostic =~ Reagent Enzyme
Immunoassay (DRI) Ethyl Alcohol Assay (Thermo Fisher, Fremont, CA,
USA).

e Concentraciones de FAEEs, EtG, EtS en sangre

Se determinaron mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem, Las concentraciones plasmaticas

de FAEEs se analizaron mediante cromatografia de gases-
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espectrometria de masas (GC/MS) basada en un método previamente

descrito (93), con algunas modificaciones como se describe en (98).

e Concentraciones urinarias de EtG EtS

Se realizo el analisis de etilglucurénido (EtG) y de etisfulfato (ETS) por
LC/MS/MS se midid6 con cromatografia liquida-espectrometria de
masas (LC/MS) utilizando un método de dilucién y disparo. El sistema
LC-MS/MS consistia en un sistema HPLC Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies) acoplado a un espectrometro de masas LC-MS (Agilent

Technologies) de triple cuadrupolo 6410 con interfaz de electrospray.

7.1.9 Analisis estadistico

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

Antes de proceder al analisis de los datos para algunas variables se
calcularon las diferencias respecto al valor basal: concentraciones de los
biomarcadores de alcohol y las puntuaciones de las variables subjetivas y
fisiologicas utilizando la media y la mediana como medidas de la tendencia

central y la desviacién estandar para cuantificar la dispersion.

Se compararon los resultados de parametros cinéticos (AUCo.;,Cmax) de
alcohol y metabolitos en sangre con las diferentes dosis, los efectos
subjetivos (efecto maximo Emaxy AUCo.tde la sensacién de borrachera y
BAES) y las variables de seguridad (constantes vitales) mediante un
analisis de la varianza (ANOVA) de una via con el tratamiento como factor.
Para analizar el efecto de la dosis de alcohol en cada variable, se aplicaron
modelos de ANOVA de dos vias con medidas repetidas, incluyendo la
dosis de alcohol (20, 40, 60 y 80g OH) y el género como factores, se utilizd
la prueba de Tukey para las comparaciones post-hoc por parejas de las

dosis de alcohol. Se calculé también el tiempo que se tarda en alcanzar la
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concentracion maxima / efecto maximo (tmax para las distintas variables y
la comparacion entre dosis se realizara mediante la prueba de Kruskall-
Wallis.

Para las determinaciones en orina se calculo la cantidad excretada de cada
metabolito en cada intervalo y se compararon las diferentes dosis también
mediante una ANOVA de un factor. Si fuese necesario, para algunas
variables se realizaria una transformacion logaritmica de los datos o se

optaria por la prueba no paramétrica correspondiente.

Se especifican los andlisis estadisticos utilizadas para las siguientes

variables:

En el caso de los efectos subjetivos y las constantes vitales se calcularon
las diferencias a la basal de 0 a 10 h. Con estas diferencias se obtuvieron
también el efecto maximo (Emax) y el AUC de 0 a 10h para cada una de
las variables. Para la alcoholemia se obtuvieron el area bajo la curva (AUC)
mediante la regla de los trapezoides y la concentracién maxima (Cmax) de
0 a 10h. Para la alcoholemia y los efectos subjetivos se calcularon
adicionalmente la tmax. Se comparo6 el AUC y la Cnax de estas variables
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas con el
tratamiento (bebida experimental) como factor. Cuando con el ANOVA se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
se hicieron comparaciones multiples posthoc dos a dos ajustadas
mediante el test de Tukey. Se hizo ademas una comparacion del curso
temporal entre los distintos tratamientos para cada una de las variables
mediante un ANOVA de medidas repetidas con dos factores, (tratamiento
y tiempo). De nuevo, cuando la interaccion tiempo x tratamiento resultd
estadisticamente significativa se hicieron comparaciones multiples dos a
dos para cada punto en el tiempo ajustadas mediante el test de Tukey. La

excrecion del etilglucurénido y del etilsulfato en orina de 0 a 72 h se
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comparé mediante una ANOVA de medidas repetidas con el tratamiento
como factor. Cuando se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos se hicieron comparaciones multiples dos

a dos ajustadas mediante el test de Tukey.

Con respecto al curso temporal, se aplicaron modelos de ANOVA de dos
vias incluyendo la dosis de alcohol y el tiempo (0.5, 1, 1.5, 2, 4,6, 8,y 10
horas después del consumo de alcohol) para los ésteres etilicos de los
acidos grasos (FAEESs), la concentracion de alcohol, la concentracion del
etilglucurénido (EtG) del etilsulfato (EtS) y para las variables fisioldgicas
(PAS, PAD, FCY T°).

Todos los analisis se realizaron por separado para hombres y mujeres. Los
hombres recibieron cuatro dosis diferentes de alcohol (20g, 40g, 60g y 80g
de alcohol) y las mujeres recibieron tres dosis diferentes (20g, 40g y 60g
de alcohol). Para los efectos subjetivos se proporciona un analisis
descriptivo de los cambios a lo largo del tiempo de los items de la Escala
Bifasica de Efectos del Alcohol y la EAV. Para analizar la asociacion entre
la dosis de alcohol y cada variable, se aplicaron modelos de ANOVA de
dos vias incluyendo la dosis de alcohol y el tiempo (0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 4,
6, 8,y 10 horas después del consumo de alcohol) como factores, asi como
su interaccién. Todos los analisis se realizaron por separado para hombres
y mujeres. Los hombres recibieron las dosis de alcohol de (40g, 60g y 80g
de alcohol), y las mujeres las dosis (20g, 40g y 60g de alcohol), Adicional
se utilizé el método de Bland-Altman, que es un método grafico que
permite comparar dos técnicas de medicion sobre una misma variable
cuantitativa, en este caso para los diferentes momentos de la medicion de
la EAV Borrachera. Permitiendo, ademas, calcular los intervalos de
confianza de las diferencias y estimar la precision del resultado. Para ello,

se cuantifica la diferencia media entre ambos métodos y un rango de
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confianza, entre los cuales se espera que se incluyan el 95% de las

diferencias entre una técnica de medida y la otra.

Finalmente se calcularon los coeficientes de correlacién entre la
alcoholemia en las diferentes matrices bioldgicas, para los FAEEs, EtG y
EtS en plasma, y en orina para el EtG EtS, Se usé la correlacién de
Pearson para evaluar la relacion lineal entre dos variables continuas, y la
correlacion de Sperman a diferencia del anterior, permite obtener un
coeficiente de asociacion ente variables que no se comportan

normalmente.

Los célculos se realizaran en el Instituto Municipal de Investigacion Médica
(IMIM) de Barcelona, Todos los analisis estadisticos se realizaron con el R
Project for Statistical Computing (The R Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria), version 3.4.3. En particular, se utilizd el
paquete R multcomp1 para las comparaciones multiples por pares. La

significacion estadistica se fijé en p < 0,05.
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8 RESULTADOS
8.1 RESULTADOS VARIABLES FARMACOCINETICAS

8.1.1 Caracteristicas de los participantes y presentacion de

resultados.

Caracteristicas de los participantes

En el estudio participaron un total de 53 voluntarios de ambos géneros
masculino y femenino. Todos ellos eran consumidores recreacionales de
alcohol con experiencia previa en borracheras. La edad, peso y talla
promedios y rangos fueron de 23 afios para ambos géneros, el peso
promedio de 71,84 kg y 61,54 kg para hombres y mujeres respectivamente
y el IMC fue de 22,7 kg/m2 y 22,67 kg/m2. El 33% de todos los voluntarios
eran fumadores y consumian etanol regularmente un promedio de 1,88
unidades estandar /dia. Del total, el 70% de los participantes habia
consumido en forma de “binge drinking-atracon”. Para las diferentes
cohortes, el consumo de alcohol promedio diario fue para la cohorte de
20g era de 1,8 UBE/dia, en la de 40g 2 era de 1,5 UBE/dia, en la de 60g
fue de 2,2 UBE/dia y en la de 80g fue de 2,2 UBE/dia. Todos los
participantes finalizaron el estudio sin incidencias y los resultados de todos

ellos fueron incluidos en el analisis estudio.
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Tabla 4: Caracteristicas de los participantes

ere 0g O 40qg O b0qg O R
Descriptivo MediatDE MediatDE MediatDE MediatDE
Edad 2312 256,11 22,43+5,19
Peso 60,13+7,28 59,16+4,5 66,99+6,5
Talla 162,86+4,02 163,21+4,85 | 166,43+4,65
Fumador 3 2 1
Revisién 1,74+0,4 1,61+0,32 1,80+0,68
Atracon 9,20+1,92 8,71+£1,8 9,86+4,71
ombre 0g O 40qg O b0qg O 30g O
Descriptivo MediatDE MediatDE MediatDE MediatDE
Edad 24,514 .44 21,57+1,72 23,13+4,42 | 26,25+7,01
Peso 72,75+7,37 66,316,45 74,49+10,41 | 78,7+12,20
Talla 178,75+5,63 174,43+7,07 | 176,88+7,59 | 180,38+6,09
Fumador 2 0 2 2
Revisién 1,9510,75 1,3410,55 2,46x0,7 2,23+0,96
Atracon 6,513,54 10,14+3,34 | 10,14+4,02
A bOS genero 0g O 40qg O b0qg O R
Descriptivo MediatDE MediatDE MediatDE MediatDE
Edad 23,8+£3,49 2314,63 22,8+4,63
Peso 66,86+9,61 62,69+6,27 70,99+9,34
Talla 171,33+9,49 169,23+8,09 17248,19
Fumador 5 2 3
Revisién 1,85+0,6 1,47+0,46 2,15+£0,75
Atracon ,20+1,92 8,22+2 22 10£3,92

Presentacion de resultados

Los resultados de las variables farmacocinéticas, fisiolégicas vy

subjetivas para cada género y su comparacion entre ambos géneros se

presentan en forma de figuras y tabla siguiendo la siguiente secuencia:

Tabla A

Se expone el analisis descriptivo la comparacién estadistica en mujeres

para las tres condiciones de alcohol, 20g, 40g, 60g en referencia al Crmax

0 Emax (si corresponde a variables no farmacocinéticas), el AUC y Tmax
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utilizando la media y la mediana como medidas de la tendencia central y
la desviacion estandar para cuantificar la dispersién. En hombres la
comparacion se realiza en cuatro condiciones 20g, 40g, 60g y 80g de
alcohol. Posteriormente se  describe de forma  similar, la
comparacion estadistica entre las dosis en referencia a los mismos

parametros, €l Cmax 0 Emax, €l AUC y |2 Tmax.

Analisis estadistico

Un valor-p de p <0,05 se fij6 como estadisticamente significativo para
las diferentes comparaciones. Para analizar la asociacion entre la dosis
de alcohol y cada variable, se aplicaron modelos de ANOVA para la Cnax
y la AUC, mientras para la Tmax S€ utilizé el test no paramétrico de Kruskal
Walllis. A continuacion, las comparaciones “post-hoc” se realizaron por
parejas en funcion de todas las dosis de alcohol que fueron
administradas, en cada ocasién utilizando la prueba de Tukey para la
Cmax ¥ la AUC, mientras que para la Tmax se utilizo el test de Wilcoxon.
Todos los analisis se realizaron por separado para hombres y mujeres y
también cuando se realizé la comparacién entre ambos géneros.

La Tabla muestra los valores promedios y desviacién estandar para la
C..ax aplica para los datos farmacocinéticos con las correspondientes
unidades en las diferentes matrices bioldgicas, En las concentraciones
plasmaticas para el alcohol al igual que el EtG y el EtS, la unidades de
medida se expresan en mg/dL, para los distintos FAEEs (palmitato,
linoleato, oleato, Estearato, araquidonatoy la suma de ellos) los datos se
presentan en ng/mL y finalmente para los las concentraciones de EtS y

EtG en orina en g/mol.

Para los efectos fisiologicos y los valores subjetivos y emocionales la

tabla muestra los valores promedios y desviacion estandar para el Emax
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medido con las correspondientes unidades, mmHg (presiéon arterial
sistolica [PAS]; presion arterial diastdlica [PAD]), latidos por minuto
(frecuencia cardiaca [FC]), grados centigrados-°C (temperatura [T°]),
mm (escala visual analdgica borrachera [EAV]), Para los efectos
Bifasicos del alcohol [BAES], Addiction Research Center Inventory
[ARCI], Valoracion de efectos subjetivos de sustancias con potencial de
abuso [VESSPA]), las unidades son la puntuacion de cada subescala.
La AUC (unidades-h™) y la mediana para la Tmax medida en horas (h)
para cada variable resume el andlisis estadistico (0 a 10 horas) (ver

Esquema)

Tabla B

En esta tabla se detallan los tiempos de evaluacién (curso temporal
concentraciéon-tiempo [C-T]). Para este analisis, la significacion
estadistica estuvo en un valor-p de p <0,05. Para analizar la asociacién
entre la dosis de alcohol y cada variable, se aplicaron modelos de ANOVA
de dos vias incluyendo la dosis de alcohol y el tiempo (0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4,
6, 8,y 10 horas después de la ingesta de alcohol) asi como factores como

su interaccion por separado para hombres y mujeres.

Tabla C

A continuacién, se realizaron comparaciones post-hoc por parejas de
todas las dosis de alcohol. En cada ocasion usando la prueba de Tukey.
Todos los analisis se realizaron por separado para hombres, mujeres y
en las filas inferiores de la tabla se resume el analisis de la interaccion

condicion por género en las dosis que compartian ambos géneros.
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Esquema de las Tablas.
Ejemplo de presentacion de los resultados en la Tabla A.

Mujeres \ (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE | Mediana | MediatDE

20g OH

40g OH

60g OH

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH I N

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p
20g OH-40g OH

20g OH-60g OH
40g OH-60g OH
Hombres | (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE | Mediana | MediatDE
20g OH
40g OH
60g OH
80g OH
Comparacién Multiple (ANOVA/
Kruskal Wallis) valor-p
| 20g-40g60g-80gOH [ | [
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon)
valor-p

20g OH-40g OH
20g OH-60g OH
20g OH-80g OH
40g OH-60g OH
40g OH-80g OH
60g OH-80g OH
Ambos géneros \ (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon)

valor-p
20g OH: Hombres vs Mujeres

40g OH: Hombres vs Mujeres
60g OH: Hombres vs Mujeres
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Ejemplo de presentacion de los resultados en la Tabla B.

Curso Temporal | valor-pH | valor-p M
0.5 Horas: 20g vs. 40g
0.5 Horas: 20g vs. 60g
0.5 Horas: 40g vs. 60g
1 Horas: 20g vs. 40g
1 Horas: 20g vs. 60g
1 Horas: 409 vs. 60g
1.5 Horas: 20g vs. 40g
1.5 Horas: 20g vs. 60g
1.5 Horas: 409 vs. 60g
2 Horas: 20g vs. 40g
2 Horas: 20g vs. 60g
2 Horas: 40g vs. 60g
3 Horas: 20g vs. 40g
3 Horas: 20g vs. 60g
3 Horas: 40g vs. 60g
4 Horas: 20g vs. 40g
4 Horas: 20g vs. 60g
4 Horas: 409 vs. 60g
6 Horas: 20g vs. 40g
6 Horas: 20g vs. 60g
6 Horas: 40g vs. 60g
8 Horas: 20g vs. 40g
8 Horas: 20g vs. 60g
8 Horas: 40g vs. 60g
10 Horas: 20g vs. 40g
10 Horas: 20g vs. 60g
10 Horas: 409 vs. 60g
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Ejemplo de presentacion de los resultados en la Tabla C.

Mujeres Alcohol CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo
Hombres Alcohol CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo
Ambos Géneros Alcohol CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p

Dosis x Tiempo
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8.1.2 Dosis de alcohol vs. Dosis ajustada al peso

En la siguiente figura (figura 5) se muestra que a pesar de que en el estudio
la dosis de alcohol no se ajusto al peso, no hubo apenas solapamiento entre
las dosis correlativas cuando éstas se ajustaron en toda la muestra. Como
regla general, las mujeres pesaron menos en todas las dosis (20, 40 y 60g),
mientras los hombres pesaron mas. Las dosis de 40 y 60 g fueron las mas

parecidas entre ellas.

Figura 5: Boxplot de la dosis ajustada por dosis de alcohol

Dosis de alcohol vs dosis ajustada

1.5

L

o
[3,]
1

epejsnfy sisoq

0.0 T T T T
» © S S
Dosis OH

Universitat Autbnoma de Barcelona / Tesis Doctoral 80



RESULTADOS

8.1.3 Concentraciones plasmaticas
8.1.3.1 Concentraciones de alcohol en sangre

Las concentraciones de alcohol en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis en hombres y muejeres (Figura 6a y 6b) Se
encontraron diferencias significativas en la C,, y en el AUC para las
diferentes dosis y géneros. La T, mostré diferencias significativas en
los hombres. En el analisis estadistico comparativo de las diferentes
condiciones se encontraron diferencias significativas de la Cnax y en el
AUC para hombres y mujeres en todas las comparaciones. En hombres
la Tmax fue estadisticamente significativa para la comparacion de 20g vs
80g. Las concentraciones totales de alcohol (AUC) aumentaron de forma
no proporcional (no lineal) a las dosis de forma clara en los hombres
(Tabla 5). Cuando se realiza comparacién entre ambos géneros también
se encontraron diferencias estadisticas para la Cmax y la AUC para todas
las dosis. (Tabla 5). Se observaron concentraciones mayores en

mujeres que en hombres al administrar la misma dosis.

En referencia al curso temporal (Tabla 6), para las diferentes dosis de
alcohol, se encontraron diferencias significativas en hombres y en
mujeres a las 0,5, 1,1,5, 2, 3, 4 y 6 horas para las dosis de 20g vs 60g,
para las dosis 20g vs 40g las diferencias se encontraron a las 1,5h 2y 3

horas post-administracion.

En mujeres adicionalmente se encontraron diferencias a la 1 hora entre
las dosis de 20g vs 40g, a las 2h entre 40g vs 60g y las 4h para 20g vs
40g. En hombres a la 1 hora y a las 1,5 horas para la dosis de 40 g vs
60 g. Las diferencias entre ambos géneros fueron estadisticamente

significativas. (Tabla 7)
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Figura 6 (a). Concentraciones de alcohol de 0 a 10h en funcién de la
dosis administrada en hombres

Hombres
140 * 209 OH
* 40g OH
120 4 60g OH
+ 80g OH
100
=
o
* 80
w
L
8 60
3
=
‘0«
20_

T T T T T T T T

000 100 200 300 400 500 6.00 8.00 10.00

Tiempo [horas]

Figura 6 (b). Concentraciones de alcohol de 0 a 10h en funcion de la
dosis administrada en mujeres
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Tabla 5: Concentraciones de alcohol (OH) y andlisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, ., Tmax Y AUC.

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 50,9+1,7 0,75 161+54,6
40g OH 93,1+15,3 1,50 352176,9
60g OH 127,0+17,4 1,00 514147,2

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,075 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,069 <0,001

20g OH-60g OH <0,001 0,459 <0,001

40g OH-60g OH <0,001 0,284 <0,001
Hombres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 30,8+9,11 0,75 44.6+13,7
40g OH 77,3114,76 1,00 216,1+£33,9
60g OH 98,6+13,05 1,12 382,8454,3
80g OH 123,9+23,09 [1,25 581,51142,4

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,047 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,302 <0,001
20g OH-60g OH <0,001 0,305 <0,001
20g OH-80g OH <0,001 0,036 <0,001
40g OH-60g OH 0,036 0,924 <0,001
40g OH-80g OH <0,001 0,995 <0,001
60g OH-80g OH 0,008 0,763 <0,001
Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,011 0,991 <0,001
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,049 0,350 <0,001
Mujeres

60g OH: Hombres vs <0,001 0,910 <0,001
Mujeres
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Tabla 6: Concentraciones de alcohol. Comparacion “Post-hoc” Tukey

tests del Curso temporal (hombres: H; mujeres. M)

Curso Temporal | valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 0,146 0,063
0,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,177 0,627
1 Horas: 20g vs 40g 0,159 <0,001
1 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1 Horas: 409 vs 60g <0,001 0,921
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,019 <0,001
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1,5 Horas: 409 vs 60g <0,001 0,509
2 Horas: 20g vs 40g 0,031 <0,001
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
2 Horas: 40g vs 60g 0,061 0,005
3 Horas: 20g vs 40g 0,003 <0,001
3 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,578 0,996
4 Horas: 20g vs 40g 0,125 <0,001
4 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
4 Horas: 409 vs 60g 0,370 0,991
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,614
6 Horas: 20g vs 60g 0,012 <0,001
6 Horas: 40g vs 60g 0,225 0,051
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,947
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,767
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 7: Alcohol. Diferencias entre géneros en curso temporal

Mujeres Alcohol CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 5,891 <0,001
Hombres Alcohol CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 6,103 <0,001
Ambos Géneros Alcohol CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 8,714 <0,001
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8.1.3.2 Concentraciones de Etilsulfato

Las concentraciones de etilsulfato en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentdé la dosis en hombres y mujeres (Figura 7a y 7b). Se
encontraron diferencias estadisticamente significativasenla C,, y en el
AUC para las diferentes dosis y géneros. En el analisis estadistico
comparativo de las diferentes condiciones en mujeres se encontraron
diferencias significativas en la Cmax, Tmax Y €n el AUC en todas las dosis
excepto en la Tmax en la comparacion de (40g 60g). En hombres las
comparaciones de las dosis de 20g-80g fué estadisticamente
significativas en la Cmax, Tmax Y €n el AUC y en la de 40g-80g lo fué para
la Cmax Y AUC. Las concentraciones totales de etilsulfato (AUC)
aumentaron de forma no proporcional (no lineal) a las dosis de forma
clara en los hombres y mujeres (Tabla 8). Cuando se realizé la
comparacion entre ambos géneros. Se encontraron diferencias
estadisticas en las dosis 20 y 60g para la Cmax y en la de 60g para
el AUC, (Tabla 8).

En referencia al curso temporal (Tabla 9), para las diferentes dosis de
alcohol se encontraron diferencias significativas en mujeres a las 1, 1,5,
2,3, 4,6, 8y 10 horas post-administracion para las dosis de 20g vs 40g,
20g vs 60g, 40g vs 60g, a excepcion de la dosis de 20gvs 40gala 1,8
y 10 horas. En hombres se encontraron diferencias a las 4 horas entre
las dosis de 20g vs 60g. Llama la atencion que, aunque la AUC se realizo
hasta 10 horas, se detectaron concentraciones en algunos voluntarios

hasta las 20h, para las dosis de 60g y 80g

Las diferencias entre ambos géneros fueron estadisticamente

significativas. (Tabla 10).
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Figura 7(a). Concentraciones de etilsulfato de 0 a 10h en funcion de la
dosis administrada en hombres
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Figura 7(b). Concentraciones de etilsulfato de 0 a 10h en funcién de la
dosis administrada en mujeres
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Tabla 8: Concentraciones de Etilsulfato (EtS) y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC

Mujeres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH 361,6194,6 2,00 1657,9+470
40g OH 813,4+266,6 |3,00 4600,8+1387
60g OH 1434,3+392,0 4,00 10796,6+2716

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,015 0,011 0,017

20g OH-60g OH <0,001 0,002 <0,001

40g OH-60g OH <0,001 0,150 <0,001

Hombres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH 229,8 £99,9 2,50 1137,3+525
40g OH 697,3+445,3 3,00 3818,2+1957
60g OH 977,2+528,1 3,75 6367,2+3738

80g OH 1526,3+716,4 |3,75 11759,8+7964
Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH | <0,001 0,121 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,441 0,632 0,639

20g OH-60g OH 0,095 0,120 0,118

20g OH-80g OH <0,001 0,043 <0,001
40g OH-60g OH 0,801 0,223 0,675

40g OH-80g OH 0,012 0,121 0,008

60g OH-80g OH 0,094 0,873 0,102

Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,022 0,231 0,066

Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,494 0,598 0,395

Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,039 0,859 0,023

Mujeres
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Tabla 9: Etilsulfato. Comparaciones Post-hoc Tukey tests curso
temporal

Curso Temporal valor-p H \ valor-p M

0,5 Horas: 20g vs 40g 0,990 0,992
0,5 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,730
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,923 0,995
1 Horas: 20g vs 40g 0,737 0,196
1 Horas: 20g vs 60g 0,963 <0,001
1 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,026
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,268 0,004
1,5 Horas: 20g vs 60g 0,544 <0,001
1,5 Horas: 409 vs 60g 1,000 <0,001
2 Horas: 20g vs 40g 0,108 <0,001
2 Horas: 20g vs 60g 0,212 <0,001
2 Horas: 40g vs 60g 1,000 <0,001
3 Horas: 20g vs 40g 0,054 <0,001
3 Horas: 20g vs 60g 0,179 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 1,000 <0,001
4 Horas: 20g vs 40g 0,104 <0,001
4 Horas: 20g vs 60g 0,041 <0,001
4 Horas: 409 vs 60g 1,000 <0,001
6 Horas: 20g vs 40g 0,231 <0,001
6 Horas: 20g vs 60g 0,110 <0,001
6 Horas: 40g vs 60g 1,000 <0,001
8 Horas: 20g vs 40g 0,861 0,096
8 Horas: 20g vs 60g 0,987 <0,001
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 <0,001
10 Horas: 20g vs 40g 0,965 0,876
10 Horas: 20g vs 60g 0,999 <0,001
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,004
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Tabla 10: Etilsulfato. Diferencias entre géneros en curso temporal

Mujeres Etilsulfato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis xTiempo 18,671 <0,001
Hombres Etilsulfato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis xTiempo 6,540 <0,001
Ganoos Etilsulfato cT
éneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis xTiempo 12,318 <0,001
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8.1.3.3 Concentraciones de Etilglucurénido

Las concentraciones de etilglucurénido en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se aumenta
la dosis en hombres y mujeres (Figura 8a y 8b). Se encontraron diferencias

significativas enla C Tmax, Y AUC para las diferentes dosis y géneros.

En el analisis estadistico comparativo de las diferentes condiciones en
mujeres se encontraron diferencias significativas en la C.,, Tr.ax Y 12 AUC,
en todas las comparaciones, excepto para la T, en la comparacion de
40g vs 60g. En hombres, las comparaciones de las dosis de 20g (20g-40g,
20g-60g, 20g-80g) fueron estadisticamente significativas para la C,.,, Trmax
y AUC al igual que en la comparacion de 40g vs 80g en la C,,..y AUC,
mientras que la comparacién de 60g vs 80g solo fue significativa en la
AUC. Las concentraciones totales de etilglucurénido (AUC) aumentaron de
forma no proporcional (no lineal) a las dosis de forma clara en hombres y
mujeres (Tabla 11). Cuando se realiz6 comparacion entre ambos géneros
se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la AUC en
la dosis de 60g (Tabla 11).

En referencia al curso temporal (Tabla 12), para las diferentes dosis de
alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y en mujeres a las 2, 3, 4, 6, 8 y 10 horas para las dosis de 20g
vs 40g y las de 20g vs 60g. En mujeres se encontraron diferencias también
en la las 3, 4, 6 y 8 horas post-administracion entre las dosis de 40g vs
60g. Adicionalmente también a las 8 horas en las dosis 20g vs 40g y 40g
vs 60g.

Llama la atencién que, aunque la AUC se realizo hasta 10 horas, se
detectaron concentraciones en algunos voluntarios hasta las 20h, para las
dosis de 60g y 80g

Las diferencias entre ambos géneros fueron estadisticamente

significativas (Tabla 13).
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RESULTADOS

Figura 8 (a). Concentraciones de etilglucurénido de 0 a 10h en funcion de
la dosis administrada en hombres
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Figura 8 (b). Concentraciones de etilglucurénido de 0 a 10h en funcién de

la dosis administrada en mujeres
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RESULTADOS

Tabla 11: Concentracién de etilglucurénido (EtG) valores y analisis
estadistico (ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,,,,
Toax YAUC

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 3251107 3,00 16361523
40g OH 822+363 5,00 4655+1928
60g OH 1560+486 6,00 1026812729

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 <0,001 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,002 0,026 0,009

20g OH-60g OH <0,001 <0,001 <0,001

40g OH-60g OH <0,001 0,223 <0,001
Hombres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 192+69,5 3,25 1047+369
40g OH 789+321,6 4,50 4452+1606
60g OH 1240+574,6 4,50 669312023
80g OH 1594+537,6 5,00 1071613640

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,009 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,018 0,039 0,008
20g OH-60g OH <0,001 0,043 <0,001
20g OH-80g OH <0,001 0,013 <0,001
40g OH-60g OH 0,132 0,967 0,151
40g OH-80g OH <0,001 1,000 <0,001
60g OH-80g OH 0,180 1,000 <0,001
Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,848 0,698 0,874
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,997 0,857 0,993
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,159 0,193 <0,001
Mujeres
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RESULTADOS

Tabla 12: Etiglucurénido. Post-hoc Tukey tests curso temporal

Curso Temporal \ valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
0,5 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
0,5 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
1 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,992
1 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,704
1 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,999
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,607 0,482
1,5 Horas: 20g vs 60g 0,190 0,008
1,5 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,654
2 Horas: 20g vs 40g 0,051 0,071
2 Horas: 20g vs 60g 0,014 <0,001
2 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,680
3 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
3 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,997 <0,001
4 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
4 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
4 Horas: 40g vs 60g 0,976 <0,001
6 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
6 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
6 Horas: 40g vs 60g 0,726 <0,001
8 Horas: 20g vs 40g 0,308 0,007
8 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
8 Horas: 40g vs 60g 0,246 <0,001
10 Horas: 20g vs 40g 0,717 0,987
10 Horas: 20g vs 60g 0,002 <0,001
10 Horas: 409 vs 60g 0,698 <0,001
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RESULTADOS

Tabla 13: Etilglucurdnido. Diferencias de géneros curso temporal

Mujeres Etilglucurénido CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis 16,750 <0,001
iempo
Hombres Etilglucurénido cT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x 9,624 <0,001
Tiempo
(?’mbos Etilglucurénido CT
éneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis ¥ 12,318 <0,001
iempo
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RESULTADOS

8.1.3.4 Concentraciones de Etil palmitato

Las concentraciones del etil palmitato en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 9 ay 9
b). Se encontraron diferencias significativas en la C,,,, y AUC para las
diferentes dosis y géneros. En el analisis estadistico comparativo de las
diferentes condiciones en mujeres se encontraron diferencias
significativas para todas las comparaciones en la Cmax ¥ €n la AUC. En
hombres las diferencias significativas en la Cmax, S€ €ncontraron en las
comparaciones de las dosis de 20g (20g-40g, 20g-60g, 20g-809) y Ia
AUC mostro diferencias estadisticamente significativas para todas las
comparaciones entre dosis. Cuando se realizé comparacion entre ambos
géneros se encontraron diferencias estadisticamente significativas para

la Tmax €n la dosis de 40g, y la AUC en la de 60g (Tabla 14).

En referencia al curso temporal (Tabla 15), para las diferentes dosis
de alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y en mujeres a las 1, 1,5, 2, 3, y 4 horas para las dosis de 20g
vs 40g y las de 20g vs 60g que también se encontro a las 0,5 horas post-
administracion. En mujeres se encontraron diferencias a partir de la hora
3, para las dosis de 40g vs 60g, en la hora 4 en la de 20g vs 40g, y
finalmente a la hora 6 para las dosis 20g vs 60g y 40g vs 60g,
respectivamente. Las diferencias entre ambos géneros fueron

estadisticamente significativas (Tabla16)
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RESULTADOS

Figura 9 (a). Concentraciones de Etil palmitato de 0 a 10h en funcién de

la dosis administrada en hombres
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Figura 9 (b). Concentraciones de Etil palmitato de 0 a 10h en funcién de

la dosis administrada en mujeres
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RESULTADOS

Tabla 14: Concentracion de Etil palmitato y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 133+35,3 1,00 2874942
40g OH 233+68,4 1,50 840+185,9
60g OH 295+57,3 1,00 134212344

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,061 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,061 <0,001

20g OH-60g OH <0,001 0,448 <0,001

40g OH-60g OH 0,005 0,237 <0,001
Hombres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 104+31,7 0,75 185+71,1
40g OH 207+63,6 1,00 664+242.,0
60g OH 271+88,8 1,12 1085+285,5
80g OH 285+104,5 1,12 1466+456,9

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,169 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,015 0,759 <0,001
20g OH-60g OH <0,001 0,288 <0,001
20g OH-80g OH <0,001 0,350 <0,001
40g OH-60g OH 0,204 1,000 0,020
40g OH-80g OH 0,177 1,000 <0,001
60g OH-80g OH 1,000 0,869 0,010
Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,107 0,594 0,557
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,999 0,045 0,311
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,834 0,461 0,044
Mujeres
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RESULTADOS

Tabla 15: Etil palmitato. Post-hoc Tukey tests curso temporal

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 0,862 0,945
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,002 0,009
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,533 0,390
1 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
1 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1 Horas: 409 vs 60g 0,817 0,036
1,5 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1,5 Horas: 409 vs 60g 0,300 0,081
2 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
2 Horas: 40g vs 60g 0,616 0,015
3 Horas: 20g vs 40g <0,001 <0,001
3 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,855 <0,001
4 Horas: 20g vs 40g 0,065 <0,001
4 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
4 Horas: 409 vs 60g 0,195 0,110
6 Horas: 20g vs 40g 0,998 0,441
6 Horas: 20g vs 60g 0,051 <0,001
6 Horas: 40g vs 60g 0,768 0,007
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 0,999 0,174
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,105
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacion con la dosis



RESULTADOS

Tabla 16: Etil palmitato. Diferencias de géneros curso temporal

Mujeres Palmitato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 7,688 <0,001
Hombres Palmitato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 4,920 <0,001
Ambos Géneros Palmitato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 8,849 <0,001
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RESULTADOS

8.1.3.5 Concentraciones de Etil linoleato

Las concentraciones del etil linoleato en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 10a y
10b). Se encontraron diferencias significativas en la Cmax, Twax y AUC,
para las diferentes dosis en mujeres, mientras que en hombres no se
encontraron diferencias en la Tmax. En el analisis estadistico comparativo
de las diferentes condiciones en mujeres se encontraron diferencias
significativas en la Cmax ¥ la AUC, para la comparacion 20g-40g, 20g-
60g, al igual que la 20g-40g en la Tmax. En hombres diferencias
significativas en la Cmnax y en la AUC se encontraron en las
comparaciones de las dosis de (20g-60g, 20g-80g), También la
comparacion 40g-80g fue estadisticamente significativa en la AUC.
Cuando se realizé la comparacion entre ambos géneros se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para la Cmax €n la dosis de 60g
(Tabla 17),

En referencia al curso temporal (Tabla 18), para las diferentes dosis de
alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y en mujeres a las 1, 1,5, 2, 3, y 4 horas para las dosis de 20g
vs 60g. post- administracion En hombres también se encontr6 a las 0.5
horas. En mujeres se encontraron diferencias a las 1, 1,5, 3, y 4 horas
para las dosis de 20g vs 40g. Las diferencias entre ambos géneros
fueron estadisticamente significativas (Tabla 19).
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RESULTADOS

Figura 10(a). Concentraciones de Etil linoleato de 0 a 10h en funcién de
la dosis administrada en hombres
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Figura 10(b). Concentraciones de Etil linoleato de 0 a 10h en funcion de
la dosis administrada en mujeres
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RESULTADOS

Tabla 17: Concentracion de Etil linoleato y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 76,6+£33,0 0,75 151+69,6
40g OH 137,5+62,6 1,50 503+290,5
60g OH 150,9+39,1 1,25 605+198,3

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,032 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,034 <0,001
20g OH-60g OH <0,001 0,126 <0,001
40g OH-60g OH 0,765 0,498 0,587
Hombres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 93,3124 1 0,75 178+37,7
40g OH 146,8+65,3 0,88 425+215,8
60g OH 233,3+104,2 10,88 764+327,8
80g OH 198,5+108,2 [1,25 855+463,0

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH 0,004 0,405 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,461 0,737 0,227

20g OH-60g OH 0,003 1,000 <0,001
20g OH-80g OH 0,031 0,796 <0,001
40g OH-60g OH 0,176 1,000 0,150

40g OH-80g OH 0,551 0,956 0,010

60g OH-80g OH 0,830 1,000 0,732

Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,779 0,506 0,970

Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,970 0,059 0,880

Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,031 0,166 0,404

Mujeres
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Tabla 18: Etil linoleato Post-hoc Tukey tests curso temporal

RESULTADOS

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,208
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,049 0,133
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,324 1,000
1 Horas: 20g vs 40g 0,264 <0,001
1 Horas: 20g vs 60g 0,002 0,009
1 Horas: 409 vs 60g 0,984 1,000
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,068 <0,001
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1,5 Horas: 409 vs 60g 0,765 1,000
2 Horas: 20g vs 40g 0,292 0,001
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
2 Horas: 40g vs 60g 0,504 1,000
3 Horas: 20g vs 40g 0,289 <0,001
3 Horas: 20g vs 60g 0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,920 1,000
4 Horas: 20g vs 40g 0,912 <0,001
4 Horas: 20g vs 60g 0,019 <0,001
4 Horas: 409 vs 60g 0,874 0,992
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,174
6 Horas: 20g vs 60g 0,952 0,126
6 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,997
8 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,985
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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RESULTADOS

Tabla 19: Etil linoleato. Diferencias de géneros curso temporal

Mujeres Linoleato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,131 <0,001
Hombres Linoleato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 2,876 <0,001
Ambos Géneros Linoleato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 4,310 <0,001
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RESULTADOS

8.1.3.6 Concentraciones de Etil oleato

Las concentraciones del etil oleato en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 11a y
11b). Se encontraron diferencias significativas en la Cmax, Twax y AUC,
para las diferentes dosis en mujeres, pero en hombres no se
encontraron diferencias en la Tmax. En el analisis estadistico comparativo
de las diferentes condiciones en mujeres se encontraron diferencias
significativas en la Cnax y la AUC. Para la comparacion 20g-40g, 20g-
60g, al igual que la 20g-40g en la Tmax. En hombres se encontraron
diferencias significativas en la Cmax ¥ en la AUC en las comparaciones
de las dosis de (20g-60g, 20g-80g), También la comparacion 40g-80g
fue estadisticamente significativa en la AUC. Cuando se realizd
comparacion entre ambos géneros se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la Cmax en la dosis de 60g (Tabla
20).

En referencia al curso temporal (Tabla 21), para las diferentes dosis
de alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y en mujeres a las 1, 1,5, 2, 3, y 4 horas para las dosis para las
dosis de 20g vs 60g post-administracién. En mujeres se encontraron
diferencias a las 1, 1,5, 3, y 4 horas para las dosis de 20g vs 40g. Las
diferencias entre ambos géneros fueron estadisticamente significativas
(Tabla 22).
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RESULTADOS

Figura 11(a). Concentraciones de Etil oleato de 0 a 10h en funcion de la
dosis administrada en hombres
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Figura 11(b). Concentraciones de Etil oleato de 0 a 10h en funcion de la
dosis administrada en mujeres
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RESULTADOS

Tabla 20: Concentracion Etil oleato y analisis estadistico (ANOVA/Kruskal
Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,..,, Tmax Y AUC

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 127+134,6 1,00 143+67,6
40g OH 149+64,7 1,50 559+201,4
60g OH 184+45,1 1,12 867+185,0

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,102 0,091 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,113 0,086 <0,001
20g OH-60g OH 0,410 0,491 <0,001
40g OH-60g OH 0,887 0,347 0,002
Hombres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 63,4+27,5 0,75 118+37,5
40g OH 109,5+49,1 1,00 335+£126,3
60g OH 201,1+99,8 0,75 7031£273,0
80g OH 194,9+78,6 1,38 994+347,0

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,009 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,435 0,318 0,123
20g OH-60g OH <0,001 0,407 <0,001
20g OH-80g OH <0,001 0,005 <0,001
40g OH-60g OH 0,061 0,730 0,010
40g OH-80g OH 0,049 0,326 <0,001
60g OH-80g OH 1,000 0,184 0,014
Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,265 0,166 0,990
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,401 0,021 0,031
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,971 0,330 0,202
Mujeres
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Tabla 21: Etil oleato. Post-hoc Tukey tests curso temporal

RESULTADOS

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,076 0,999
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,625 1,000
1 Horas: 20g vs 40g 0,158 0,003
1 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,012
1 Horas: 409 vs 60g 0,511 1,000
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,161 <0,001
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,002
1,5 Horas: 409 vs 60g 0,135 1,000
2 Horas: 20g vs 40g 0,334 0,054
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,013
2 Horas: 40g vs 60g 0,484 0,993
3 Horas: 20g vs 40g 0,289 0,002
3 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,929 0,641
4 Horas: 20g vs 40g 0,733 0,001
4 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,002
4 Horas: 409 vs 60g 0,337 1,000
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,829
6 Horas: 20g vs 60g 0,672 0,222
6 Horas: 40g vs 60g 0,999 0,982
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,571
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,530
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 22: Etil oleato. Diferencias de géneros curso temporal

Mujeres Oleato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,653 <0,001
Hombres Oleato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 2,750 <0,001
Ambos Géneros Oleato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 4,178 <0,001
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8.1.3.7 Concentraciones de Etil Estearato

Las concentraciones del etil estearato en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 12a y
12b). Se encontraron diferencias significativas en la Cmax y AUC para
las diferentes dosis en mujeres, mientras que en hombres se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la Crax, Tmax Y
AUC. En el analisis estadistico comparativo de las diferentes
condiciones en mujeres se encontraron diferencias significativas en la
Cmax para la comparacion 20g-40g, siendo significativas para la AUC en
todas las comparaciones. En hombres las diferencias significativas en la
Cmax S€ encontraron en las comparaciones de las dosis de (20g-60g,
20g-80g) y (40g-60g-40g-80g). La Tmax, solo mostro diferencias
significativas para la comparacion 20g-80g y finalmente la AUC fue
estadisticamente significativa para todas las comparaciones. Cuando se
realiz6 la comparacion entre ambos géneros no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las variables
(Tabla 23).

En referencia al curso temporal (Tabla 24), para las diferentes dosis
de alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y en mujeres a las 1, 1,5 y 3, horas para las dosis para las dosis
de 20g vs 40g y 20g vs 60g. Las diferencias en la dosis de 20g vs 60g
continuaron hasta las 4 y 6h. Diferenciado por géneros, en mujeres se
encontraron diferencias a las 3h, para las dosis de 40g vs 60g y a las 4
horas para las dosis de 20g vs 40g. En hombres las diferencias se
encontraron a las 0.5 h para dosis de 20g vs 60g, ala 1.5y 4 h para la
dosis de 40g vs 60g y finalmente en todas las condiciones a las 2 horas
post administracion. Las diferencias entre ambos géneros fueron

estadisticamente significativas (Tabla 25).
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Figura 12(a). Concentraciones de Etil estearato de 0 a 10h en funcion de
la dosis administrada en hombres

Hombres

Media (95%-Cl)
2
1

L L L O O e | ] 1 1

000 100 200 300 400 500 6.00 8.00 10.00
Tiempo [horas]

Figura 12(b). Concentraciones de Etil estearato de 0 a 10h en funcion de
la dosis administrada en mujeres
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Tabla 23: Concentracion Etil estearato y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 49,1442 3 1,00 80+25,7
40g OH 73,1£35,5 1,38 257+91,2
60g OH 91,1+£27,6 1,00 414476,8

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,056 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,086 <0,001

20g OH-60g OH 0,052 0,867 <0,001

40g OH-60g OH 0,647 0,087 <0,001
Hombres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 22,244 .68 0,75 37,319,32
40g OH 55,1+12,56 1,00 175,2+44,66
60g OH 98,1+41,47 1,25 369,1+90,13
80g OH 91,9+33,01 1,12 517,24142,28

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,023 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,076 0,667 <0,001
20g OH-60g OH <0,001 0,070 <0,001
20g OH-80g OH <0,001 0,048 <0,001
40g OH-60g OH 0,009 0,407 <0,001
40g OH-80g OH 0,036 0,368 <0,001
60g OH-80g OH 0,969 0,847 <0,001
Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,126 0,315 0,171
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,374 0,051 0,064
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,956 0,164 0,445
Mujeres
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Tabla 24: Etil Estearato. Post-hoc Tukey tests curso temporal

RESULTADOS

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 0,910 1,000
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,003 0,239
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,660 0,749
1 Horas: 20g vs 40g <0,001 0,029
1 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1 Horas: 409 vs 60g 0,478 0,057
1,5 Horas: 20g vs 40g <0,001 0,011
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1,5 Horas: 409 vs 60g 0,040 0,587
2 Horas: 20g vs 40g 0,010 0,999
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,077
2 Horas: 40g vs 60g 0,001 0,538
3 Horas: 20g vs 40g 0,017 0,028
3 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,226 0,042
4 Horas: 20g vs 40g 0,248 0,011
4 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
4 Horas: 409 vs 60g 0,022 0,810
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,816
6 Horas: 20g vs 60g 0,004 0,002
6 Horas: 40g vs 60g 0,141 0,296
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 0,789 0,245
8 Horas: 40g vs 60g 0,943 0,414
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 25: Etil Estearato. Diferencias de géneros curso temporal

Mujeres Estearato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,065 <0,001
Hombres Estearato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,997 <0,001
Ambos Géneros Estearato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 5,359 <0,001
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8.1.3.8 Concentraciones de Etil araquidonato

Las concentraciones del Etil araquidonato en plasma aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 13a y
13b). No se encontraron diferencias significativas en la Cmax, Tmax y AUC
para las diferentes dosis en mujeres, mientras que en hombres se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la Crnax y AUC.
En el analisis estadistico comparativo de las diferentes condiciones en
mujeres no se encontraron diferencias significativas para ninguna de las
comparaciones. En hombres las diferencias significativas en la Cmax se
encontraron en las comparaciones de las dosis de 20g-60g y 60g-80g y
asi como en las de 40g-60g y 40g-80g. La AUC fue estadisticamente
significativa para la comparacion 20g-60g y 20g-80g. Cuando se realizé
la comparacion entre ambos géneros se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para la cmax en la dosis de 60g y para la
Tmax €n la de 40g, (Tabla 26).

En referencia al curso temporal (Tabla 37), para las diferentes dosis
de alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres a las 0.5, 1,5, 2 y 4 horas post-administracion para las dosis de
20g vs 60g y 40g vs 60g. Diferencias en la dosis de 20g vs 60g también
fueron halladas a las 1 y 3 horas respectivamente. Las diferencias entre

ambos géneros fueron estadisticamente significativas (Tabla 28).
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Figura 13(a). Concentraciones de Etil araquidonato de 0 a 10h en
funcion de la dosis administrada en hombres
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Figura 13(b). Concentraciones de Etil araquidonato de 0 a 10h en
funcion de la dosis administrada en mujeres
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Tabla 26: Concentracion Etil araquidonato y andlisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC

Mujeres (Crmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 44.1+22.0 1,25 89,1+53,3
40g OH 48,6+36,9 1,38 108,2+80,7
60g OH 42,0+14,9 1,00 165,4+104,0

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,878 0,318 0,216

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,960 0,397 0,905

20g OH-60g OH 0,958 0,908 0,204

40g OH-60g OH 0,866 0,531 0,434
Hombres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 30,4+15,8 1,00 70,727 1
40g OH 54,1+£32,0 0,75 139,3+97,0
60g OH 98,6157,7 0,75 323,5+265,7
80g OH 82,5+48,7 1,50 365,9+233,4

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,177 0,013

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,644 1,000 0,863
20g OH-60g OH 0,002 1,000 0,009
20g OH-80g OH 0,210 0,466 0,047
40g OH-60g OH 0,107 0,991 0,120
40g OH-80g OH 0,921 0,327 0,333
60g OH-80g OH 0,034 0,330 0,827
Ambos géneros (Cmax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,714 0,761 0,978
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,993 0,036 0,970
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,007 0,663 0,092
Mujeres
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Tabla 27: Etil araquidonico. Post-hoc Tukey tests curso temporal

RESULTADOS

Curso Temporal valor-pH | valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,003 1,000
0,5 Horas: 40g vs 60g <0,001 1,000
1 Horas: 20g vs 40g 0,965 1,000
1 Horas: 20g vs 60g 0,004 1,000
1 Horas: 409 vs 60g 0,228 0,995
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,993 1,000
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 1,000
1,5 Horas: 409 vs 60g 0,026 1,000
2 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,999
2 Horas: 40g vs 60g <0,001 1,000
3 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
3 Horas: 20g vs 60g 0,028 0,822
3 Horas: 40g vs 60g 0,232 0,963
4 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,927
4 Horas: 20g vs 60g 0,004 0,576
4 Horas: 409 vs 60g 0,004 1,000
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
6 Horas: 20g vs 60g 0,997 1,000
6 Horas: 40g vs 60g 0,982 1,000
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 0,999 1,000
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Tabla 28: Etil araquidonato Diferencias de géneros curso temporal

RESULTADOS

Mujeres Araquidonato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 0,636 0,850
Hombres Araquidonato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,497 <0,001
(? m . Araquidonato CT
éneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,786 <0,001
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RESULTADOS

8.1.3.9 Concentraciones de suma de Esteres etilicos de acidos grasos

Las concentraciones de la suma de los Esteres etilicos de acidos grasos
en plasma (FAEEs) aumentaron tras la administraciéon de las diferentes
dosis de alcohol a medida que se aumenté la dosis administrada en
hombres y mujeres (Figura 14a y 14b). Se encontraron diferencias
significativas en la Cmax y AUC para las diferentes dosis en ambos
géneros. En el andlisis estadistico comparativo de las diferentes
condiciones en mujeres se encontraron diferencias significativas para las
comparaciones de las dosis de 20g-40g, 20g-60g. En hombres las
diferencias significativas en la Cnax S€ encontraron en las comparaciones
de las dosis de 20g-60g, 20g-80g y 40g-60g. La AUC fue
estadisticamente significativa para todas las comparaciones. Las
concentraciones totales de FAEEs aumentaron de forma no proporcional
(no lineal) a las dosis de forma clara tanto en los hombres y las mujeres
(Tabla 29). Cuando se realiz6 comparacion entre ambos géneros no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de

las variables, (Tabla 29).

En referencia al curso temporal (Tabla 30) para las diferentes dosis de
alcohol, se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y en mujeres a las 1, 1,5, 2 y 3, horas para las dosis para las
dosis de 20g vs 40g y 20g vs 60g. Las diferencias en la dosis de 20g vs
60g continuaron hasta las 4h. Diferenciado por géneros, en mujeres
diferencias a las 4h, se encontraron para las dosis de 20g vs 40g y a las
6 horas para las dosis de 20g vs 60g. En hombres diferencias se
encontraron a las 0.5 h para las dosis de 20g vs 60g post-administracion.
Las diferencias entre ambos géneros fueron estadisticamente
significativas (Tabla 31).
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Figura 14(a). Concentraciones de de suma de Esteres etilicos de acidos
grasos de 0 a 10h en funcion de la dosis administrada en hombres
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Figura 14(b). Concentraciones de de suma de Esteres etilicos de acidos
grasos de 0 a 10h en funcion de la dosis administrada en mujeres
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Tabla 29: Concentracion de la suma de Esteres etilicos de acidos grasos
(suma valores) y analisis estadistico (ANOVA/Kruskal Wallis y test de
Tukey/Wilcoxon) para C, .., Trax Y AUC

Mujeres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH 407+187 1,00 7501184
40g OH 581+236 1,00 2215720
60g OH 715187 1,00 3245+796
Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

209-40g-60g OH
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,761 <0,001

20g OH-60g OH 0,005 0,687 <0,001

40g OH-60g OH 0,336 0,920 0,003
Hombres (Cmax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH 304175 0,75 590+129
40g OH 558+204 0,88 17211644
60g OH 871+313 0,88 32454941
80g OH 876+337 1,25 4192+1409

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,105 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,107 0,562 0,015
20g OH-60g OH <0,001 0,635 <0,001
20g OH-80g OH <0,001 0,122 <0,001
40g OH-60g OH 0,050 0,814 0,005
40g OH-80g OH 0,158 0,408 <0,001
60g OH-80g OH 0,915 1,000 0,048
Ambos géneros (Cmax) (Tmax)

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,560 0,197 0,883
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,997 0,076 0,415
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,402 0,972 1,000
Mujeres
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Tabla 30: Suma de Esteres etilicos de acidos grasos. Post-hocTukey tests

curso temporal

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 0,995 0,923
0,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 0,134
0,5 Horas: 40g vs 60g 0,120 0,930
1 Horas: 20g vs 40g 0,007 <0,001
1 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1 Horas: 409 vs 60g 0,507 0,708
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,003 <0,001
1,5 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1,5 Horas: 409 vs 60g 0,087 0,885
2 Horas: 20g vs 40g 0,019 0,005
2 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
2 Horas: 40g vs 60g 0,073 0,410
3 Horas: 20g vs 40g 0,024 <0,001
3 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
3 Horas: 40g vs 60g 0,558 0,150
4 Horas: 20g vs 40g 0,371 <0,001
4 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
4 Horas: 40g vs 60g 0,084 0,627
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,363
6 Horas: 20g vs 60g 0,227 <0,001
6 Horas: 40g vs 60g 0,934 0,353
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,384
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,469
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 31: Suma de Esteres etilicos de acidos grasos. Diferencias de
geéneros curso temporal

Mujeres Total FAEEs CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 5,345 <0,001
Hombres Total FAEEs CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 4,487 <0,001
Ambos Géneros Total FAEEs CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 6,997 <0,001
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8.2 Concentraciones en Orina

Para las concentraciones en orina se analizo la Cmax, Tmax y el
porcentaje umoles excretados en 72h. En nuestros voluntarios, el EtS y
el EtG fue detectable en orina hasta 1,5 dias después de la ingesta de
cantidades moderadas de alcohol (20-40g). Con las dosis altas fue

detectable hasta las 48h. (Figura)

8.2.1 Concentraciones de Etilsulfato en orina

Las concentraciones del etilsulfato en orina aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 15a y
15b). Se encontraron diferencias significativas en la Cnax para las
diferentes dosis en mujeres y hombres. Con respecto a el porcentaje
de pmoles excretados en 72h para el etilsulfato (Figura 16), se observa
que fue inferior a el etilglucurénido en todas las dosis, para los 20g
(0,016%) en la de 40g (0,026%), en la de 60 (0,035%) y en la de 80g
(0,039 %).

En el analisis estadistico comparativo de las diferentes condiciones en
mujeres se encontraron diferencias significativas en la Crnax para todas
las comparaciones. En hombres las diferencias significativas en la Crax
se encontraron en todas las comparaciones a excepcion de las
comparaciones de 20g vs 40g y la de 20g vs 60g. Cuando se realiz6 la
comparacion entre ambos géneros no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas. (Tabla32)

En referencia al curso temporal, (Tabla 33) para las diferentes dosis
de alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en

hombres y mujeres a los intervalos de Oh-6h y de 6h-12h post-
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administracion, para las dosis de 20g vs 60g, adicionalmente en las
mujeres también fueron significativas las dosis de 40g vs 60g en los
mismos intervalos de tiempo. En hombres la diferencia también fue
encontrada entre la dosis de 20g vs 40g de Oh-6h. Las diferencias entre

ambos géneros fueron estadisticamente significativas. (Tabla 34)

Figura 15(a). Concentraciones de etilsulfato en orina de 0 a 72h en
funcion de la dosis administrada en hombres

Hombres
= 20g OH
400 * 40gOH
* 60g OH
* 80g OH
300 \
=
o
b
e
-~ 2w -
=
-
=
100 \{
N \
1] ' T L
[} 6 12 24 48 72

Tiempo [horas]
Figura 15(b). Concentraciones de etilsulfato en orina de 0 a 72h en
funcion de la dosis administrada en mujeres
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Figura 16. Porcentaje de excrecion del EtS de 0 a 72h para toda la muestra
(n=53).
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Tabla 32: Concentracion etilsulfato en orina (EtS) y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C.« ¥V T max

Mujeres | (Crmax) (Tmax)
Descriptivo MediatDE Mediana
20g OH 69,7 £ 39,6 6,00
40g OH 131,1 £ 58,7 6,00
60g OH 299,0 +117,3 6,00

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,591

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH <0,001 0,749
20g OH-60g OH <0,001 1,000
40g OH-60g OH <0,001 1,000
Hombres (Cmax) (Tmax)
Descriptivo MediatDE Mediana
20g OH 51,5+ 30,9 6,00
40g OH 164,0 £ 45,9 6,00
60g OH 2414 +52.2 6,00
80g OH 347,7 £137,2 6,00

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,392

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,010 1,000
20g OH-60g OH <0,001 1,000
20g OH-80g OH <0,001 0,629
40g OH-60g OH 0,460 1,000
40g OH-80g OH <0,001 0,786
60g OH-80g OH <0,001 0,944
Ambos géneros (Cmax) (Tmax)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) p-valor

20g OH: Hombres vs Mujeres | 0,620 1,000
40g OH: Hombres vs Mujeres | 0,468 0,647
60g OH: Hombres vs Mujeres |0,209 0,467
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RESULTADOS

Tabla 33: Etilsulfato en orina. Post-hoc Tukey tests Curso temporal

Curso Temporal valor-p H \ valor-p M

0-6 Horas: 20g vs 40g <0,001 0,308
0-6 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
0-6 Horas: 40g vs 60g 0,191 <0,001
6-12 Horas: 20g vs 40g | 0,141 0,125
6-12 Horas: 20g vs 60g | <0,001 <0,001
6-12 Horas: 40g vs 60g | 0,687 <0,001

12-24 Horas: 20g vs 40g | 1,000 1,000
12-24 Horas: 20g vs 60g | 1,000 0,923
12-24 Horas: 40g vs 60g | 1,000 0,976
24-48 Horas: 20g vs 40g | 1,000 1,000
24-48 Horas: 20g vs 60g | 1,000 1,000
24-48 Horas: 40g vs 60g | 1,000 1,000
48-72 Horas: 20g vs 40g | 1,000 1,000
48-72 Horas: 20g vs 60g | 1,000 1,000
48-72 Horas: 40g vs 60g | 1,000 1,000

Tabla 34: Etilsulfato en orina. Diferencias de géneros curso temporal

Mujeres Etilsulfato CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 13,406 <0,001
Hombres Etilsulfato CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 16,439 <0,001
Grilchs Etilsulfato cT
Géneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 24,787 <0,001
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RESULTADOS

8.2.2 Concentraciones de Etilglucurénido en orina

Las concentraciones del etilglucurénido en orina aumentaron tras la
administracion de las diferentes dosis de alcohol a medida que se
aumentd la dosis administrada en hombres y mujeres (Figura 17a y
17b). Se encontraron diferencias significativas en la Cnax para las
diferentes dosis en mujeres y hombres. Con respecto a el porcentaje
de pmoles excretados en 72h para el etilglucuronido (Figura 18) fue
mayor que, para el etilsulfato en todas las dosis, para los 20g (0,018%)
en la de 40g (0,034%), en la de 60 (0,051%) y en la de 80 (0,058 %).

En el analisis estadistico comparativo de las diferentes condiciones en
mujeres se encontraron diferencias significativas en la Crmax para todas
las comparaciones. En hombres las diferencias significativas en la Cmax.
Cuando se realizé la comparacion entre ambos géneros no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 35)

En referencia al curso temporal, (Tabla 36) para las diferentes dosis
de alcohol se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
hombres y mujeres a los intervalos de Oh-6h y de 6h-12h post-
administracion, para las dosis de 20g vs 60g, adicionalmente en las
mujeres también fueron significativas las dosis de 40g vs 60g en los
mismos intervalos de tiempo y en el de 20g vs 40g de 6h -12h. En
hombres la diferencia entre la dosis de 20g vs 40g fueron halladas de
Oh-6h. Las diferencias entre ambos géneros fueron estadisticamente

significativas. (Tabla 37)
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RESULTADOS

Figura 17(a). Concentraciones de Etilglucurénido en orina de 0 a 72h en
funcién de la dosis administrada en hombres
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Figura 17(b). Concentraciones de Etilglucuorénido en orina de 0 a 72h en
funcion de la dosis administrada en mujeres
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RESULTADOS

Figura 18. Porcentaje de excrecion del EtG de 0 a 72h para toda la
muestra (n=53).
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RESULTADOS

Tabla 35: Concentracion Etilglucurénido (EtG) en orina valores y analisis
estadistico (ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,., Y

T

max

Mujeres (Cmax) (Tmax)
Descriptivo MediatDE Mediana
20g OH 7781401 6,00
40g OH 151,9+ 94,0 6,00

60g OH 379,6 £ 129,2 6,00

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,128

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH

<0,001

0,507

20g OH-60g OH

<0,001

0,139

40g OH-60g OH <0,001 0,368
Hombres (Cmax) (Tmax)

Descriptivo MediatDE Mediana
20g OH 43,8 £20,3 6,00
40g OH 211,4 +43,7 6,00
60g OH 328,22+ 1111 6,00

80g OH

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,054

500,7 + 262,9

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

12,00

Ambos géneros

(Cmax)

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,022 0,547
209 OH-60g OH <0,001 0,821
20g OH-80g OH <0,001 0,037
40g OH-60g OH 0,613 1,000
40g OH-80g OH <0,001 0,402
609 OH-80g OH

20g OH: Hombres vs Mujeres | 0,283 1,000
40g OH: Hombres vs Mujeres |0,164 1,000
60g OH: Hombres vs Mujeres | 0,537 0,608
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RESULTADOS

Tabla 36: Etilglucurénido en orina. Post-hoc Tukey tests curso temporal

Curso Temporal valor-p H | valor-p M

0-6 Horas: 20g vs 40g 0,001 0,858

0-6 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
0-6 Horas: 40g vs 60g 0,124 <0,001
6-12 Horas: 20g vs 40g 0,104 0,046

6-12 Horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
6-12 Horas: 40g vs 60g 0,130 <0,001
12-24 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
12-24 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,597
12-24 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,741
24-48 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
24-48 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
24-48 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
48-72 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
48-72 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
48-72 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 37: Etilglucurdnido en orina. Diferencias de géneros curso

RESULTADOS

temporal
Mujeres Etilglucurénido CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 14,261 <0,001
Hombres Etilglucurénido CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 15,276 <0,001
(?’mbos Etilglucurénido CT
éneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 24,932 <0,001
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RESULTADOS

8.3 Variables fisiologicas
8.3.1 Presion Arterial (PA)
8.3.1.1 Presion Arterial Sistolica (PAS)

En la PAS tras la administracion de las diferentes dosis de alcohol se
observé un leve incremento de la PAS en las primeras horas, después
un leve decremento y un valor similar al basal al final de la sesion a
las 10h Los efectos se observaron tras la administracion de las
diferentes dosis de alcohol a medida que se aumentdé la dosis
administrada en hombres y mujeres (Figura 19a y 19b). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la Emax, Tmax ¥
AUC a lo largo de la sesion experimental para las diferentes dosis ni
en hombres ni en mujeres. Cuando se realizé la comparacion entre
géneros no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

para ninguna de las variables. (Tabla 38)

En referencia al curso temporal, (Tabla 30) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas comparadas por género para
las diferentes condiciones. (Tabla 40)
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RESULTADOS

Figura 19(a). Presion arterial sistolica de 0 a 10h en funcion de la dosis
(diferencias respecto a la basal) administrada en hombres
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Figura 19(b). Presion arterial sistdlica de 0 a 10h en funcién de la
dosis (diferencias respecto a la basal) administrada en mujeres
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RESULTADOS

Tabla 38: Efecto en la presion arterial sistélica (PAS) y analisis
estadistico (ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para
CmaX’ Tmax y AUC

Mujeres (Emax) (Tmax) (AUC)

Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH -7,14+£11.3 2,00 -48,9+44.6
40g OH -10,291£10,5 4,00 -58,6+£34,9
60g OH -1,57£19,0 1,50 -43,6+£68,9

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,539 0,332 0,882

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,970 0,584 0,957
20g OH-60g OH 0,672 0,982 0,958
40g OH-60g OH 0,532 0,405 0,874
Hombres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH -14,7513,88 3,00 -89,5+46,3
40g OH -11,12+14,98 |4,00 -72,2169,6
60g OH -5,25+£20,94 4,00 -51,2195,4
80g OH -9,38+15,14 5,00 -56,0+£49,0

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH 0,649 0,577 0,661

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,963 1,000 0,964
20g OH-60g OH 0,587 0,837 0,660
20g OH-80g OH 0,892 1,000 0,757
40g OH-60g OH 0,863 1,000 0,909
40g OH-80g OH 0,996 1,000 0,956
60g OH-80g OH 0,947 1,000 0,998
Ambos géneros (Emax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,753 0,389 0,530
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,995 0,625 0,937
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,948 0,340 0,994
Mujeres
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RESULTADOS

Tabla 39: Presion arterial sistolica Post-hoc Tukey tests Curso temporal

Curso Temporal valor-pH valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 0,996 1,000
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,053 0,969
0,5 Horas: 40g vs60g 0,733 0,863
1 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,881
1 Horas: 20g vs 60g 0,824 0,351
1 Horas: 409 vs 60g 0,966 0,997
1,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
1,5 Horas: 20g vs 60g 0,999 0,999
1,5 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
2 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,694
2 Horas: 20g vs 60g 0,960 1,000
2 Horas: 40g vs 60g 0,927 1,000
3 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
3 Horas: 20g vs 60g 0,979 1,000
3 Horas: 40g vs 60g 0,257 1,000
4 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,996
4 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
4 Horas: 40g vs 60g 0,999 1,000
6 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
6 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,997
6 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,990
8 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 0,638 1,000
8 Horas: 40g vs 60g 0,846 1,000
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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RESULTADOS

Tabla 40: Presion arterial sistdlica. Diferencias de géneros curso

temporal
Mujeres PAS CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F valor-p
Dosis x Tiempo 1,448 0.141
Hombres PAS CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F valor-p
Dosis x Tiempo 1,219 0.238
Ambos Géneros PAS CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F valor-p
Dosis x Tiempo 1,456 0.127
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RESULTADOS

8.3.1.2 Presion Arterial Diastdlica (PAD)

En la PAD tras la administracion de las diferentes dosis de alcohol se
observd un leve incremento en la primera hora, después un leve
decremento y un valor similar al basal al final de la sesién a las 10h. Los
efectos se observaron tras la administracion de las diferentes dosis de
alcohol a medida que se aumentd a dosis administrada en hombres y
mujeres (Figura 20a y 20b). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el Ema, a lo largo de la sesion
experimental para las diferentes dosis en hombres y mujeres. En el
analisis estadistico comparativo de las diferentes condiciones no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de
las comparaciones entre dosis. Cuando se realiza comparacion entre
ambos géneros no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas para ninguna de las variables. (Tabla 41)

En referencia al curso temporal (Tabla 42), se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en hombres. En el curso temporal en la
comparacion por género para las diferentes condiciones, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas ( Tabla 43)
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RESULTADOS

Figura 20(a). Efectos en la Presioén arterial diastolica de 0 a 10h en funcion
de la dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en hombres
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Figura 20(b). Efectos en la Presion arterial diastolica de 0 a 10h en funcion
de la dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en mujeres
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RESULTADOS

Tabla 41: Efecto en la Presion arterial diastélica (PAD) y analisis
estadistico (ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,,,,
Tax YAUC

Mujeres (Emax) (Tmax) (AUC)

Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH -7,0£19,3 0,50 -85,4+94.9
40g OH -11,1211,1 4,00 -69,2+41,4
60g OH -8,0+14,5 4,00 -77,9+60,0

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,001 0,356 0,687

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-

20g OH-40g OH 0,950 0,434 0,663
20g OH-60g OH 0,955 0,627 0,940
40g OH-60g OH 0,998 0,982 0,895
Hombres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH -3,62+121 5,00 -33,8+£58,0
40g OH -9,50+£14,5 4,00 -56,1+£64,9
60g OH -7,62+15,6 6,00 -82,5+£60,5
80g OH -10,62+14,0 4,00 -82,9+46,5

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,421 0,111

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-

20g OH-40g OH 0,871 1,000 0,260
20g OH-60g OH 0,938 0,865 0,331
20g OH-80g OH 0,961 0,869 0,325
40g OH-60g OH 0,997 1,000 0,797
40g OH-80g OH 0,988 1,000 0,790
60g OH-80g OH 0,999 0,760 1,000
Ambos géneros (Emax)

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-

20g OH: Hombres vs 0,747 0,328 0,241
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,999 0,461 0,997
Mujeres

60g OH: Hombres vs 1,000 0,159 0,999
Mujeres
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RESULTADOS

Tabla 42: Presion arterial diastolica. Post-hoc Tukey tests Curso
temporal

Curso Temporal valor-p H | valor-p M

0,5 Horas: 20g vs 40g | 1,000 0,883
0,5 Horas: 20g vs 60g | 1,000 1,000
0,5 Horas: 40g vs 60g | 1,000 1,000
1 Horas: 20gvs 40g |1,000 0,250
1 Horas: 20g vs 60g | 1,000 0,683
1 Horas: 40gvs 60g | 1,000 1,000
1,5 Horas: 20g vs 40g | 1,000 0,305
1,5 Horas: 20g vs 60g | 1,000 0,929
1,5 Horas: 40g vs 60g | 1,000 1,000
2 Horas: 20g vs 40g [ 0,998 0,161
2 Horas: 20gvs 60g 0,817 1,000
2 Horas: 40g vs 60g [ 1,000 0,947
3 Horas: 20g vs 40g | 0,661 0,161
3 Horas: 20g vs 60g 0,913 0,999
3 Horas: 40g vs 60g | 1,000 0,993
4 Horas: 20gvs 40g 10,996 0,905
4 Horas: 20gvs 60g 0,377 1,000
4 Horas: 40g vs 60g 0,997 0,965
6 Horas: 20g vs 40g [ 1,000 0,250
6 Horas: 20g vs 60g | 1,000 1,000
6 Horas: 40g vs 60g | 1,000 0,998
8 Horas: 20g vs 40g [ 1,000 0,766
8 Horas: 20g vs 60g | 1,000 0,981
8 Horas: 40g vs 60g | 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 40g | 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g | 1,000 1,000
10 Horas: 40g vs 60g | 1,000 1,000
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Tabla 43: Presion arterial diastdlica. Diferencias de géneros curso

RESULTADOS

temporal
Mujeres PAD CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 0,614 0,849
Hombres PAD CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 2,131 0,004
Ambos Géneros PAD CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,300 0,206
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RESULTADOS

8.3.1.3 Frecuencia cardiaca (FC)

En la FC tras la administracién de las diferentes dosis de alcohol se
observo una leve disminucion hasta las 4-6 horas y después un leve
aumento a un valor similar al basal al final de la sesion a las 10h. Los
efectos se observaron tras la administracion de las diferentes dosis de
alcohol a medida que se aumentd a dosis administrada en hombres y
mujeres (Figura 21a y 21b). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la Emna, a lo largo de la sesion
experimental para las diferentes dosis en hombres. En el andlisis
estadistico comparativo de las diferentes condiciones en hombres se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para la Emax en
las comparaciones entre las dosis de 20g-80g, 40g-80g y 60g-80g.
Cuando se realiza comparacion entre ambos géneros no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las variables
(Tabla 44). En referencia al curso temporal (Tabla 45), no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas comparadas por género para

las diferentes condiciones. (Tabla 46)
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RESULTADOS

Figura 21(a). Efectos en la frecuencia cardiaca de 0 a 10h en funcién de
la dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en hombres
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Figura 21(b). Efectos en la frecuencia cardiaca de 0 a 10h en funcién de
la dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en mujeres.
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RESULTADOS

Tabla 44: Efectos en la frecuencia cardiaca (FC) y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC

Mujeres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE |Mediana MediatDE
20g OH 11,43+10,9 (4,00 36,1+69,8
40g OH 7,71£18,8 |4,00 36,7£192,0
60g OH 16,29+14,0 8,00 108,1+72,8

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,543 0,126 0,397

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g OH-40g OH 0,992 0,802 0,954

20g OH-60g OH 0,606 0,183 0,390

40g OH-60g OH 0,544 0,209 0,556
Hombres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE |Mediana MediatDE
20g OH -2,75+£8,40 14,00 64,8+208,9
40g OH 6,62+11,49 4,00 54,8+164,7
60g OH 2,62+13,33|5,00 22,1+£59,3
80g OH 20,12+7,59|8,00 111,8145,8

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,098 0,093

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

Mujeres

20g OH-40g OH 0,277 1,000 0,997
20g OH-60g OH 0,733 1,000 0,933
20g OH-80g OH <0,001 0,150 1,000
40g OH-60g OH 0,870 0,967 0,262
40g OH-80g OH 0,048 0,229 0,942
60g OH-80g OH 0,005 0,260 0,057
Ambos géneros (Emax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,191 0,752 0,332
Mujeres

40g OH: Hombres vs 0,997 0,902 0,956
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,126 0,194 0,592
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Tabla 45: Frecuencia cardiaca. Post-hoc Tukey tests Curso temporal

RESULTADOS

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,982
0,5 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,949
0,5 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
1 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
1 Horas: 20g vs 60g 0,953 0,998
1 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
1,5 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
1,5 Horas: 20g vs 60g 0,996 1,000
1,5 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
2 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,994
2 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,855
2 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
3 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,435
3 Horas: 20g vs 60g 0,988 0,336
3 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
4 Horas: 20g vs 40g 0,627 0,879
4 Horas: 20g vs 60g 0,490 0,212
4 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,938
6 Horas: 20g vs 40g 0,505 0,780
6 Horas: 20g vs 60g 0,403 0,014
6 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,396
8 Horas: 20g vs 40g 0,994 1,000
8 Horas: 20g vs 60g 0,836 0,399
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,276
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 46: Frecuencia cardiaca. Diferencias de géneros Curso temporal

Mujeres FC CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,220 0,269
Hombres FC CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,004 0,460
Ambos Géneros FC CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,455 0,127
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8.3.1.4 Temperatura (T°)

En la temperatura tras la administracion de las diferentes dosis de
alcohol se observo una leve disminucion hasta las 6 horas y después un
leve aumento a un valor similar o ligeramente superior al basal al final de
la sesion a las 10h. Los efectos se observaron tras la administracion de
las diferentes dosis de alcohol a medida que se aumenté a dosis
administrada en hombres y mujeres (Figura 22a y 22b) Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la Emax y en la AUC a lo
largo de la sesion experimental para las diferentes dosis en hombres.
En el analisis estadistico comparativo de las diferentes condiciones en
hombres se encontraron diferencias significativas para el Enax en las
comparaciones entre dosis de 20g-40g, 40g-60g y en la AUC para la
comparacion de 20g-40g. Cuando se realiz6 comparacion entre ambos
géneros no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

para ninguna de las variables. (Tabla 47)

En referencia al curso temporal, (Tabla 48) no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas comparadas por género para
las diferentes condiciones. (Tabla 49)
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Figura 22(a). Efectos en la temperatura de 0 a 10h en funcién de la
dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en hombres
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Figura 22(b). Efectos en la temperatura de 0 a 10h en funcién de la dosis
(diferencias respecto al valor basal) administrada en mujeres
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Tabla 47: Efecto en la temperatura y analisis estadistico (ANOVA/Kruskal
Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,..,, Tmax Y AUC

Mujeres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 0,0571+0,611 [4,00 0,571+3,57
40g OH 0,5286+0,390 [4,00 1264+3,67
60g OH -0,0429+0,500 | 1,00 -0,35411,69

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,081 0,643 0,621

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g OH-40g OH 0,196 1,000 0,909
20g OH-60g OH 0,914 0,663 0,843
40g OH-60g OH 0,091 1,000 0,595
Hombres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH -0,35040,444 1,25 -1969+2,40
40g OH 0,537+0,334 |7,00 1169+1,89
60g OH -0,2504£0,515 |2,00 -1219+2,01
80g OH 0,150+0,665 |8,00 0,209+2,75

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH <0,001 0,105 0,029

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,002 0,314 0,032
20g OH-60g OH 0,979 1,000 0,903
20g OH-80g OH 0,194 0,344 0,227
40g OH-60g OH 0,010 0,344 0,169
40g OH-80g OH 0,415 0,968 0,835
60g OH-80g OH 0,386 0,423 0,599
Ambos géneros (Emax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH: Hombres vs 0,244 0,582 0,173
Mujeres

40g OH: Hombres vs 1,000 0,213 1,000
Mujeres

60g OH: Hombres vs 0,780 0,390 0,892
Mujeres
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Tabla 48: Temperatura. Post-hoc Tukey tests Curso temporal

RESULTADOS

Curso Temporal valor-p H \ valor-p M
0,5 Horas: 20g vs 40g 0,664 1,000
0,5 Horas: 20g vs 60g 0,427 1,000
0,5 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
1 Horas: 20g vs 40g 0,974 0,027
1 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,950
1 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,996
1,5 Horas: 20g vs 40g 0,987 0,027
1,5 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,707
1,5 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
2 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,050
2 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,984
2 Horas: 40g vs 60g 0,983 0,994
3 Horas: 20g vs 40g 1,000 0,068
3 Horas: 20g vs 60g 1,000 0,456
3 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
4 Horas: 20g vs 40g 0,847 0,955
4 Horas: 20g vs 60g 0,992 0,979
4 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
6 Horas: 20g vs 40g 0,456 0,300
6 Horas: 20g vs 60g 0,969 0,996
6 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
8 Horas: 20g vs 40g 0,033 0,037
8 Horas: 20g vs 60g 0,305 0,992
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,979
10 Horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 Horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 49: Temperatura. Diferencias de géneros Curso temporal

Mujeres T° CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 0,989 0,469
Hombres T° CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,077 0,376
Ll T cT
Géneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,381 0,161
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8.3.2 Variables subjetivas y emocionales

Debido a la realizacién de una enmienda tardia que afecto al protocolo,
las variables subijetivas los efectos de los efectos BAES al igual que las
EAV prediccion y a las 24 horas no pudieron ser medidas en hombres
para las dosis de 20g, por lo que a continuacién se presentan los
resultados para hombres a partir de las dosis de 40g de alcohol, por tal
motivo las comparaciones entre géneros solo se pudieron realizar para
las dosis de 40g y 60g de Oh. Esta enmienda no afecto a los datos de
las mujeres, por lo que la presentacidn de los resultados permanece sin
cambios. La enmienda incorporo la posibilidad de medir la EAV
“Borrachera” en diferentes momentos durante el estudio, La primera
Evaluacion, se realizé6 antes de la administracion del alcohol (Emax
Prediccién) en el que los sujetos indicaban la sensacion de borrachera
que les podria producir las diferentes dosis de alcohol administradas
durante el estudio, El sequndo momento era el obtenido durante la
sesion experimental, bajo los efectos maximos de la embriaguez durante
la sesion experimental (Emax Real) y finalmente a las 24 horas post-
administracion que era el efecto maximo de embriaguez recordado en la
sesion experimental (Emax Recordatorio). Los valores de los efectos
subjetivos se transformaron en una diferencia de medias con respecto a
la basal fueron analizadas por ANOVA con las tres condiciones de
administracion diferentes como factor. (20-40-60g de OH). Para la

interpretacion de los resultados se utilizo el grafico de Bland-Altman.
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8.3.2.1 Escala Analogica Visual (EAV “embriagado” (borracho))

En la EAV de la sensacion de embriagado (borracho) experimentada
durante la sesion experimental, se observa un incremento de la
embriaguez a medida que la dosis de alcohol aumenta en hombres vy
mujeres (Figura 23a y 23b). Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el Emax Y AUC, para las diferentes
dosis en ambos géneros. En el analisis estadistico comparativo de las
diferentes condiciones en mujeres el Enax y en AUC se encontraron
diferencias  estadisticamente  significativas para todas las
comparaciones, a excepcion de la comparacion de 20-40g. En hombres
en el Emax y en la AUC, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para todas las comparaciones, excepto la comparacion de
40 g (40g - 60g, 40-80g) y en la de 60-80g. Cuando se realizo
comparacion entre ambos géneros se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para el Enax en las dosis de 40g, y con
respecto al AUC se encontraron diferencias para las dosis de 20 y 40g
de alcohol (Tabla 50).

En referencia al curso temporal (Tabla 51), para las diferentes dosis de
alcohol, se encontraron diferencias significativas en hombres y en
mujeres a la 1 y 1,5 hora para las dosis de 20g vs 60g, en mujeres
adicionalmente se encontraron diferencias a las 2 y 4 horas para las
mismas dosis y en la dosis de 40g vs 60g a las 2 horas post-
administracién. En hombres se encontraron diferencias entre dosis de
20g vs 40g a las 0,5, 1, 1,5 y 2 horas. Las diferencias entre ambos
géneros fueron estadisticamente significativas (Tabla 52). Se observo
una correlacion lineal positiva en la EAV borrachera (Figura 24) de la
Emax real Vs Emax prediccion r= 0,586 (0,372 - 0,737), para la Emax 24h vs
Emax prediccion r= 0,534(0,262 - 0,717) y finalmente para la Enax 24h vs
Emax real r = 0,837 (0,718 - 0,908) siendo esta ultima la que mejor
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correlaciaonaba entre la sensacion de borrachera recordada a las 24h
post- administracion con el maximo efecto presentado durante la sesion
Emax Real.

Se realiz6 la comparacion de 2 dosis (40g y 60g de OH) en ambos
géneros para los diferentes momentos de la EAV (Figura 25)
encontramos una diferencia estadisticamente significativa (prueba de
Wilcoxon: Z=2,71; p = 0,004) en caso de embriaguez real con una dosis
de etanol de 40 g. En este caso, los valores del EAV entre los hombres
(mediana = 61; media = 62,6; DE = 14,8) superaron claramente (en
promedio) los valores entre las mujeres (mediana = 30; media = 35,1;
DE = 14,8). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre el género para el resto de las dosis y periodos.
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Figura 23(a). Sensacion de embriagado (borracho) de 0 a 10h en funcion
de la dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en hombres
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Figura 23(b). Sensacion de embriagado (borracho) de 0 a 10h en funcion
de la dosis (diferencias respecto al valor basal) administrada en mujeres
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Tabla 50: Efecto sensacién de embriagado (borracho) y analisis estadistico

(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,,., Trmax Y AUC
Mujeres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH 29,2+19,9 0,50 35,0+30,1
40g OH 33,5+12,7 1,00 55,8+23,5
60g OH 59,0+15,7 1,00 150,17+59,7

Comparacion Multiple (A

OVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH <0,006 0,142 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valo
20g OH-40g OH

0,877 0,326

0,617

20g OH-60g OH

0,008 0,062

<0,001

Descriptivo MediazDE Mediana MediazDE
20g OH 18,3114,2 0,50 19,1£18,1
40g OH 63,3+154 1,00 136,5+71,3
60g OH 47,0+19,2 0,87 98,9+50,4

52,6+21,0 1,00
OVA/ Kruskal Wallls) valor-p

132,9+73,4

20g OH-40g OH <0,001 1,000 <0,001
20g OH-60g OH 0,014 1,000 0,046
20g OH-80g OH 0,003 0,438 0,002
40g OH-60g OH 0,291 0,712 0,568
40g OH-80g OH 0,623 1,000 0,999

60g OH-80g OH
Ambos géneros

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valo

0,645

Mujeres

20g OH: Hombres vs 0,240 0,894 0,044
Mujeres
40g OH: Hombres vs <0,001 0,226 0,013
Mujeres
60g OH: Hombres vs 0,222 0,720 0,094
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Tabla 51: Sensacion de embriagado (borracho). Post-hoc Tukey tests

Curso temporal

Curso Temporal valor-p H valor-p M
0,5 horas: 20g vs 40g 0,021 0,999
0,5 horas: 20g vs 60g 0,146 0,178
0,5 horas: 409 vs 60g 1,000 0,845
1 horas: 20g vs 40g <0,001 1,000
1 horas: 20g vs 60g <0,001 0,003
1 horas: 40g vs 60g 1,000 0,029
1,5 horas: 20g vs 40g <0,001 0,202
1,5 horas: 20g vs 60g <0,001 <0,001
1,5 horas: 40g vs 60g 1,000 0,296
2 horas: 20g vs 40g <0,001 0,996
2 horas: 20g vs 60g 0,154 <0,001
2 horas: 409 vs 60g 0,978 0,004
4 horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
4 horas: 20g vs 60g 0,931 0,045
4 horas: 40g vs 60g 1,000 0,221
6 horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
6 horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
6 horas: 409 vs 60g 0,996 1,000
8 horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
8 horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
8 horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
10 horas: 20g vs 40g 1,000 1,000
10 horas: 20g vs 60g 1,000 1,000
10 horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
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Tabla 52: Sensacion de embriagado (borracho). Diferencias de géneros
Curso temporal

Mujeres Borrachera CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 3,131 <0,001
Hombres Borrachera CT
Dosis Valor-F Valor-p

(20-40-60-80)

Dosis x Tiempo 4,141 <0,001
Ambos Géneros | Borrachera CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 4,121 <0,001

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacién con la dosis 163



RESULTADOS

Figura 24. Correlaciones EAV embriagado (borracho) en diferentes

momentos administrados en hombres y mujeres
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Figura 25. Sensacion de embriagado (borracho). Dosis de 40g y 60g de
alcohol diferenciadas por géneros
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8.3.2.2 Metodo Bland- Altman

Para cuantificar el grado de concordancia entre el Emax prediccion, el Emax
real y el Emax recordatorio, (valor 24 horas después de la ingesta de
alcohol,) se utiliza el grafico Bland-Altman. Ademas, se calculan los
limites inferior y superior del acuerdo. Todos los analisis se realizan para
toda la muestra, asi como por separado entre voluntarios de ambos

géneros.

El método de Bland-Altman es un método grafico que permite comparar
dos técnicas de medicién sobre una misma variable cuantitativa. Para
ello, se cuantifica la diferencia media entre ambos métodos y un rango
de confianza, entre los cuales se espera que se incluyan el 95% de las
diferencias entre una técnica de medida y la otra. Ademas, se pueden
calcular los intervalos de confianza tanto de la diferencia media entre
ambas técnicas como de los limites de concordancia. El grafico podria
ser util en este caso para determinar si la variabilidad o precision del
método en cuestion se relaciona con el tamafo de la caracteristica que

se esta midiendo.

En esta representacion, el eje Y corresponde a las diferencias entre los
valores apareados de los diferentes momentos de la embriaguez-
borrachera (Emax), mientras que el eje X representa valor de la media de

ambos, como mejor estimador del valor real de la variable.

La representacion de los “limits of agreement” o limites de concordancia
permiten juzgar visualmente la concordancia entre ambos métodos.
Estos limites establecen el rango en el que se encontraran
aproximadamente un 95% de las veces, las diferencias en los datos de
una técnica y de la otra. Cuanto menor sea el rango entre los limites,
mejor sera el “agreement”. Un rango alto entre ambos limites de
concordancia implicaria una baja precision de uno o ambos métodos. Si

estos limites no exceden la diferencia maxima aceptable entre métodos,
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se considera que los dos estan en concordancia y pueden ser usados
indistintamente. Es importante tener en cuenta que un cambio en la
escala de medida no afecta la correlacion entre los datos, pero si afecta
la concordancia. Con respecto a los datos, es importante observar si la
variabilidad es consistente a lo largo del rango de valores y en torno a la
linea de la diferencia media, o si por el contrario se detectan anomalias,
como, por ejemplo: los datos en torno a la linea de “bias” sesgo siguen
una cierta tendencia conforme el valor de la media entre ambas técnicas
aumenta (sesgo proporcional); todos o la mayoria de los datos se

encuentran por encima o por debajo de esta linea.

Se grafican tres lineas paralelas como métodos de referencia que se

representan:
“Limites de concordancia superior”: diferencia media + 1,96-SD.

Diferencia media: valor medio determinado por A — valor medio
determinado por B. Refleja el error sistematico, en contraposicion con la

precision (SD y Cl) que refleja el error aleatorio.
“Limit de concordancia inferior”: diferencia media - 1,96-SD.

Si el método A y B obtienen de media valores similares, entonces la
diferencia media se situara en cero o préxima a cero. Si se encontrara
lejos de este valor, significaria que los dos métodos producen resultados

diferentes (el nuevo sub- o sobreestima el valor del método validado).

Para determinar si ambos métodos pueden usarse indistintamente, han
de establecerse a priori los limites de las diferencias maximas

aceptables en base a criterios bioldgicos/analiticos.
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8.3.2.2.1 Interpretacion anélisis Bland Altman

Los participantes mostraron un Emax real mas bajo (efecto maximo
posible) en comparacion con el efecto predicho (diferencia de medias: -
3,6; IC del 95%: [-9,5; 2,2]). Segun los datos, la probabilidad de que la
diferencia entre el Emax prediccion y el Emax real se encuentre entre -45,0
y 37,7 es de 0,95. Al comparar el Emax prediccion con el Enax recordado
después de 24 horas, el predicho fue mayor al recordado (diferencia de
medias: -9,9; [-15,8, -4,0]). La probabilidad de que la diferencia se
encuentre entre -47.9 y 28.0 es de 0.95. Finalmente, la comparacion
entre el Emax real y el Enax recordado después de 24 horas muestra que
el Emax real fue mayor al recordado (diferencia de medias: -5,6; [-9,1, -
2,1]). La probabilidad de que la diferencia se encuentre entre -28.2y 17.0
es de 0.95.

Cuando comparamos los resultados por género, encontramos una
diferencia estadisticamente significativa (prueba de Wilcoxon: Z = 2,71;
p = 0,004) en caso de embriaguez real con una dosis de etanol de 40 g.
En este caso, la media de los valores del SVA entre los hombres
(mediana = 61; media = 62,6; DE = 14,8) superdé claramente (en
promedio) los valores de entre las mujeres (mediana = 30; media = 35,1;
DE = 14,8). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre el género para el resto de las dosis y periodos.
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Figura 26. Enax “prediccion vs Emax Real”
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Interpretacion (Figura 26): Los valores positivos indican que el Emax
predicho es algo mayor que el real. No obstante, el intervalo de confianza
correspondiente incluye el valor 0, es decir, no se puede concluir que, en
general, el Emax predicho promedio es mayor que el real. La probabilidad
de que la diferencia entre el Emax prediccion y el real se encuentre entre
-44,99 y 37,71 es de 0,95.

Diferencia media: -3,64; 95%-ClI: [-9,45, 2,18].
Limites de concordancia
Limite inferior: -44,99; IC 95%: [-54,99, -34,99]
Limite superior: 37,71; 1IC 95%: [27,71; 47,71].
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Figura 27. Enax “Prediccidon” vs Emax “Recordatorio”

Dierence: Predided Emax - Remembened Emax

Mean of both Emax measures

Interpretacion (Figura 27): Los valores positivos indican que el Emax
predicho es mayor que el Enax recordado después de 24 horas. Ademas,
el intervalo de confianza correspondiente no incluye el valor 0, es decir,
se puede concluir que, en general, el Emax prediccién promedio es mayor
que el Emax recordado después de 24 horas. La probabilidad de que la
diferencia entre el Emax predicho y el recordado se encuentre entre -47,94
y 28,07 es de 0,95.

Diferencia media: -9,93; 95%-ClI: [-15,83, -4,04].

Limites de concordancia
Limite inferior: -47,94; 1IC 95%: [-58,09, -37,79].
Limite superior: 28,07; IC del 95%: [17,92; 38,23].
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Figura 28. Enax “Real” vs Emax “Recordatorio”

Difheence: Real Emax - Remembered Emax

<
Mean of both Emax measures

Interpretacion (Figura 28): Los valores positivos indican que el Emax real
es mayor que el Emax recordado después de 24 horas. Ademas, el
intervalo de confianza correspondiente no incluye el valor 0, es decir, se
puede concluir que, en general, el Enax real promedio es mayor que el
Emax recordado después de 24 horas. La probabilidad de que la
diferencia entre el Enax real y el Emax recordado se encuentre entre -28.17
y 17.04 es 0.95.

Diferencia media: -5,57; 95%-Cl: [-9,07, -2,08].
Limites de concordancia
Limite inferior: -28,17; IC 95%: [-34,21, -22,13].
Limite superior: 17,04; IC 95%: [11, 23,07].
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8.3.2.3 BAES’ Efectos estimulantes”

Para el analisis de los efectos estimulantes, segun las instrucciones del
cuestionario. Se tomaron 7 de los 14 items correspondientes (euforia,
lleno de energia, excitacion, estimulacién, hablador, animado, vigoroso).

Se realizd un promedio de las puntuaciones medias de los items
correspondientes para todos los voluntarios en las diferentes dosis. En
los BAES de efectos estimulantes experimentados durante la sesion
experimental, se observo un incremento de los mismos coincidiendo con
las primeras horas de la sesidén experimental y que aumentd con la dosis

de alcohol administrada en hombres y mujeres (Figura 29a y 29b).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el Emax,
Tmax Y AUC, a lo largo de la sesion experimental para las diferentes dosis
en hombres y en mujeres. En las mujeres las diferencias se encontraron
en el Emax y en la AUC, mientras que para los hombres las diferencias se
encontraron en el Emax Y Tmax. EN el analisis estadistico comparativo de
las diferentes condiciones en mujeres en la AUC se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para la comparacion entre
dosis de 20g-40g. En hombres se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las comparaciones entre dosis de
40g-80g en el Emax ¥ en la Tmax. Cuando se realiza comparacion entre
ambos géneros no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para ninguna de las variables (Tabla 53). En referencia al
curso temporal, (Tabla 54) se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en mujeres. En el curso temporal en la comparacion por
género para las diferentes condiciones, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas (Tabla 55).
Figura 29(a). Efectos estimulantes (BAES) de 0 a 10h en funcién de la

dosis administrada (diferencias respecto al valor basal) administrada en
hombres
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Hombres

® 40g OH
4 60g OH
+ 80g OH

Media (95%~Cl)
N w = 4] o
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Tiempo [horas]

Figura 29(b). Efectos estimulantes (BAES) de 0 a 10h en funcién de la
dosis administrada (diferencias respecto al valor basal) administrada en
mujeres

Mujeres

Media (95%~Cl)

LI L L T T T T
0.00 1.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Tiempo [horas]

Tabla 53: Suma efectos estimulantes (BAES) y analisis estadistico
(ANOVA/Kruskal Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C, .., Tmax Y AUC
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Mujeres (Emax) Tmax AUC

Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 6,82+3,40 3,81 8,55+13,56
40g OH 9,13+1,08 3,97 11,92+7,46
60g OH 9,77+2,61 5,94 14,65+9,45

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,040 0,187 <0,001

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g OH-40g OH 0,084 0,698 <0,001
20g OH-60g OH 0,076 0,243 0,421

40g OH-60g OH 0,951 0,349 0,985
Hombres (Emax) Tmax AUC
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
40g OH 7,27+£2,10 2,54 17+2803
60g OH 7,60£2,71 4,16 1+6570
80g OH 9,71+3,24 5,75 17+1196

20g-40g-60g -80g OH | 0,006 0,026 0,724

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

40g OH-60g OH 0,322 0,336 0,831

40g OH-80g OH 0,008 0,020 0,988

60g OH-80g OH 0,148 0,185 0,722

Ambos géneros (Emax) Tmax AUC

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

;\lﬂOg OH: Hombres vs 0.205 0,052 0.901
ujeres

609 OH: Hombres vs 0.117 0.244 0.454

Mujeres
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Tabla 54: Efectos estimulantes (BAES). Post-hoc Tukey tests Curso
temporal

Curso Temporal valor-pH valor-p M
0,5 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,999
0,75 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
1 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
1,5 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
2 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,999
4 Horas: 40g vs 60g 0,794 1,000
6 Horas: 40g vs 60g 0,941 1,000
8 Horas: 40g vs 60g 0,976 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 0,976 1,000

Tabla 55: Efectos estimulantes (BAES). Diferencias de géneros Curso
temporal

Mujeres Activacion CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 2,492 0,002
Hombres Activacion CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 0,540 0,922
A’m bos Activacion CT
Géneros
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,645 0,031
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8.3.2.4 BAES “Efectos Sedantes”

Para el analisis de los efectos sedantes, segun las instrucciones del
cuestionario. Se tomaron 7 de los 14 items correspondientes (dificultad
para concentrarse, desanimado, siento la cabeza pesada, inactivo,
sedado, pensamiento lento, me siento lento [fisico]). Se realizé un
promedio de las puntuaciones medias de los items correspondientes
para todos los voluntarios en las diferentes dosis. Se describen a
continuacion los diferentes items de los efectos sedantes. En los BAES
de efectos sedantes experimentados durante la sesion experimental, se
observa un incremento de los mismos coincidiendo con las horas
posteriores a los efectos estimulantes de la sesidon experimental y que
aumentaron con el incremento de la dosis de alcohol administrada en

hombres y mujeres (Figura 30a y 30b).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el Emax,
Tmax Y AUC, para ambos géneros en las diferentes dosis de alcohol.
Cuando se realiza comparacién entre ambos géneros se encontraron
diferencias estadisticamente significativas para el Emax €n la dosis de 60g
(Tabla 56). En referencia al curso temporal (Tabla 57), se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en mujeres. En el curso
temporal en la comparacién por género para las diferentes condiciones
también se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 58).
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Figura (30a). Efectos sedantes (BAES) de 0 a 10h (diferencias respecto
al valor basal) en funcion de la dosis administrada en hombres

Hombres
5
T * 40g OH
+ 60g OH
a + 80g OH
5 3
s 2 —_— —_
2
: \
1 l\ I
\
o —
-1
T LI T T T T T T
0.00 1.00 200 4.00 6.00 8.00 10.00
Tiempo [horas]

Figura (30b). Efectos sedantes (BAES) de 0 a 10h (diferencias respecto
al valor basal) en funciéon de la dosis administrada en mujeres

Mujeres
5
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Tabla 56: Efectos sedantes (BAES) y analisis estadistico (ANOVA/Kruskal
Wallis y test de Tukey/Wilcoxon) para C,..,, Tmax Y AUC

Mujeres (Emax) (Tmax) (AUC)

Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
20g OH 3,43+2,33 1,14 15,3115,2
40g OH 4,94+1,61 1,43 18,5116,4
60g OH 5,69+2,22 2,04 24,1£13,5

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g OH 0,136 0,746 0,513

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

20g OH-40g OH 0,362 1,000 0,852

20g OH-60g OH 0,126 1,000 0,479

40g OH-60g OH 0,827 0,863 0,777
Hombres (Emax) (Tmax) (AUC)
Descriptivo MediatDE Mediana MediatDE
40g OH 5,34+2,53 1,20 1712645
60g OH 2,64+2,21 0,91 1+0,538
80g OH 4,02+2,77 1,73 17£1156

Comparacion Multiple (ANOVA/ Kruskal Wallis) valor-p

20g-40g-60g -80g OH  |0,166 0,291 0,169

Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

40g OH-60g OH 0,176 0,500 0,143
40g OH-80g OH 0,784 0,724 0,614
60g OH-80g OH 0,326 0,398 0,612
Ambos géneros (Emax) (Tmax) (AUC)
Analisis Post-Hoc (Tukey/ Wilcoxon) valor-p

40g OH: Hombres vs

Mujeres 0,923 0,843 0,713
&Og OH: Hombres vs 0,018 0.351 0.140

ujeres

Biomarcadores del consumo de alcohol y su relacién con la dosis 177



Tabla 57: Efectos sedantes (BAES). Post-hoc Tukey tests Curso

RESULTADOS

temporal
Curso Temporal \ valor-p H valor-p M

0,5 Horas: 40g vs 60g 1,000 0,995
0,75 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
1 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
1,5 Horas: 40g vs 60g 0,999 1,000
2 Horas: 40g vs 60g 0,957 1,000
4 Horas: 409 vs 60g 1,000 1,000
6 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
8 Horas: 40g vs 60g 1,000 1,000
10 Horas: 409 vs 60g 1,000 0,986

Tabla 58: Efectos sedantes (BAES). Diferencias de géneros Curso

temporal
Mujeres Sedacién CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 2,492 0,002
Hombres Sedacion CT
Dosis
(20-40-60-80) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 0,540 0,922
Ambos Géneros | Sedacion CT
Dosis
(20-40-60) Valor-F Valor-p
Dosis x Tiempo 1,645 0,031
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8.3.2.5 Cuestionario de valoracion de efectos subjetivos del Addiction
Research Center Inventoty (ARCI)

Para el andlisis de las variables de los cuestionarios (ARCI), los
voluntarios fueron consultados en el momento basal y al finalizar la
sesién experimental. No se realizé curso temporal para estas variables
y por tal motivo no se realizé la AUC. Se utilizaron la media y la mediana
como medidas de tendencia central y la desviacion estandar para
cuantificar la dispersion. Para analizar la asociacién entre la dosis de
alcohol y cada variable, se aplicaron modelos de ANOVA de dos vias,
incluyendo la dosis de alcohol (40g y 60g OH) y el género como factores.
Ademas, se realizé la prueba Kruskal-Wallis, por separado para mujeres
y hombres, para probar la hipotesis de que la mediana de Emax no
depende de la dosis de alcohol. Para estos analisis no paramétricos, se
consideraron en todas las dosis de alcohol (20g, 40g y 60g de alcohol en
el caso de las mujeres, y de 40g, 60g y 80g en el caso de los hombres).
No se encontraron diferencias estadisticamente en el Emax y €l Tmax €n
las diferentes subescalas del ARCI (ARCI MBG, ARCI PCAG, ARCI
LSD, ARCI BG, ARCI A)

8.3.2.6 Cuestionario de valoracion de efectos subjetivos de sustancias
con potencial de abuso (VESSPA)

Para el analisis de las variables de los cuestionarios (VESSPA), los
voluntarios fueron consultados en el momento basal y al finalizar la
sesidon experimental. No se realizé curso temporal para estas variables
y por tal motivo no se realizé la AUC. Se utilizaron la media y la mediana
como medidas de tendencia central y la desviacion estandar para
cuantificar la dispersion. Para analizar la asociacién entre la dosis de
alcohol y cada variable, se aplicaron modelos de ANOVA de dos vias,

para la dosis de alcohol (40g y 60g OH) y el género como factores.
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Ademas, se realizé la prueba Kruskal-Wallis, por separado para mujeres
y hombres, para probar la hipotesis de que la mediana de Emax no
depende de la dosis de alcohol. Para estos analisis no paramétricos, se
consideraron todas las dosis de alcohol (20g, 40g y 60g de alcohol en el
caso de las mujeres, y de 40g, 60g y 80g en el caso de los hombres). No
se encontraron diferencias estadisticamente en el Enax ni en el Tmax €n
las diferentes subescalas del VESSPA (VESSPA S, VESSPA SA,
VESSPA CP, VESSPA PCS, VESSPA AE, VESSPA SP)

8.3.3 Correlacion entre las concentraciones de los biomarcadores

de alcohol no oxidativos y concentraciones de alcohol

Con un nivel de confianza del 95% se observo una correlacion de
tendencia lineal positiva de Pearson (r = 0.832) [0,725 0,9] (Figura 31),
entre la AUC [10h] de la suma de los Esteres Etilicos de Acidos Grasos y
la AUC [10h] de la alcoholemia. La Cnax de la suma de los Esteres Etilicos
de Acidos Grasos con la Cmax de la alcoholemia mostro una correlacion no

lineal Spearman: rho = 0.559. (Figura 32).

w N

Figura 31. AUC Suma FAEEs vs Figura 32. Cpax suma FAEEs vs
Auc alcohol. Alcohol Cmax.
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8.3.3.1 Correlacion entre concentraciones de FAEEs suma plasma entre
y concentraciones de EtG y de EtS en plasma ajustados con

concentracion de albumina

Con un nivel de confianza del 95% se observo una correlacion de
tendencia lineal positiva de Pearson (r=0.776) [0.639, 0.865]. entre la AUC
[10h] de la suma de los Esteres Etilicos de Acidos Grasos con el
Etilglucurénido (Figura 33). Cuando estos biomarcadores se controlan con
los niveles de albumina basal, en la correlacion parcial no se presentan
diferencias en la correlacion del Etilsulfato (r = 0.776). Para el etilsulfato en
la AUC [10h] tambien se mantiene una correlacion con tendencia lineal (r
= 0.832) [0.725, 0.9]. (Figura 34). Cuando estos biomarcadores se
controlan con los niveles de albumina basal, en la correlacion parcial no se

presentan diferencias en la correlacion del Etilsulfato (r =0.825)

A [10n] of sum of FAEES. ) Ao [10r o sum of FAEES.

Figura 33. AUC EtG en plasma Figura 34. AUC EtS en plasma
vs Auc sum FAEEs vs Auc sum FAEEs
Correlacion parcial Albumina) (Correlacion parcial Aloumina)

Cuando se realiza la correlacion tomando la Cmax total de los Esteres
etilicos de acidos grasos con la Cnax del Etilglucurénido. Se observa con
un nivel de confianza del 95% que correlacionan de forma no lineal
Spearman: rho = 0.621 (Figura 35), cuando se ajustan con los niveles de

albumina basal, la correlacion con la albumina pasa a rho=0.584. Para el
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etilsulfato, la correlacion tambien se presenta no lineal rho = 0.559 (Figura

36) al ajustar con los niveles de albumina el resultado es rho = 0.533.

Dosis 2 Bosis

Cmmcsmd s N = o sumorraces

Figura 35. Crax Sum FAEES vs Figura 36. Cnax EtS vs Crmax sum
.Cmax EtG (Correlacion parcial FAEEs (Correlacién parcial
albumina) albumina)

8.3.3.2 Correlacion entre concentracion de alcohol y concentraciones de
EtG y de EtS en Orina.

Se observé una correlacion lineal positiva en la AUC [10h] de la
alcoholemia con los biomarcadores excretados en orina EtG y EtS. Para el
EtG, con un nivel de confianza del 95% se observa una correlacion de
Pearson r = 0.881; [0.802, 0.93], (Figura 37) mientras que para el EtS. La
correlacion se mantiene lineal, pero levemente menor, Pearson: r = 0.775
[0.639, 0.864]. (Figura 38).
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Figura 37. AUC EtG Orina vs. Figura 38. AUC EtS Orina vs
AUC Alcohol en Plasma AUC Alcohol en Plasma

Cuando se realiza la correlacion tomando la Crax de los biomarcadores en
orina se aprecia una gran similitud en el EtG y EtS. Con un nivel de
confianza del 95%, el etilglucurénido correlaciona de forma lineal Pearson:
r=0.694 [0.521, 0.812], (Figura 39) al igual que para el EtS, Pearson es r
= 0.751 [0.604, 0.849], (Figura 40).

B . s f . e
g _ el . o
5 o § s
B o oo =

Figura 39. CMAX EtG Orina vs. Figura 40. CMAX EtS Orina vs.
Cmax Alcohol en Plasma Cmax Alcohol en Plasma
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8.3.3.3 Correlaciéon entre concentraciones de alcohol y metabolitos no
oxidativos de los FAEEs.

Se observd una correlacion positiva alta entre el AUC [10] de las
concentraciones de alcohol para las siguientes variables siguientes: el
AUC y de los distintos FAEEs. A continuacién, se muestran los graficos de
dichas correlaciones. Con un nivel de confianza del 95% la correlacion
para cada uno de los distintos FAEEs fue: (palmitato: r=0,871, [0.786,
0.924] (Figura 41), linoleato: r=0,654 [0.466, 0.785] (Figura 42), oleato:
r=0,797 [0.671, 0.878] (Figura 43), estearato: r=0,858 [0.765, 0.916]
(Figura 44) y araquidonato rho= 0.435 [0.207, 0.644] (Figura 45)).

.
i
L
- L
:
L]

- v At = T

Figura 41. AUC Palmitato vs Figura 42. AUC Linoleato vs
AUC alcohol AUC alcohol

v = =
Figura 43. AUC Oleato vs AUC Figura 44. AUC Estearato vs
alcohol AUC alcohol
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peps—
]

Figura 45. AUC araquidonato
vs AUC alcohol

8.3.3.4 Correlacion entre las concetraciones de triglicéridos y suma de

metabolitos no oxodativos de los FAEEs

Se observo una correlacion tendencial lineal en la AUC [10h] de la suma

de los Esteres etilicos de acidos grasos con la AUC [3h] de los trigliceridos

(Figura 46) Con un nivel de confianza del 95% correlacién de Pearson: r =
0.337 [0.073, 0.556]. Entre la Cnax de la suma de los Esteres etilicos de

acidos grasos con la Cmax de los trigliceridos (Figura 47), se observo una

correlacion no lineal Spearman: rho = 0.133.

Figura 46. AUC[3h] TG vs AUC
[10h] sum FAEEs.

Figura 47. Cmax TG vs Crax SUM
FAEEs.
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8.3.4 Acontecimientos adversos

A lo largo del estudio se recogieron 54 acontecimientos adversos (AA) en
53 voluntarios. EI AA mas prevalente fue la cefalea (36 casos). Todos ellos
fueron leves, exceptuando un sincope vasovagal, en el momento de la
extraccion sanguinea de intensidad moderada cuyo resultado fue resuelto
sin incidencias. No se comunicé ningun acontecimiento adverso grave y/o

inesperado.

La mitad de los AA se consideré que podian estar relacionados con el
tratamiento. Concretamente todas las cefaleas reportadas varias horas
después de la administracion (20 casos), unas nauseas, un mareo y una
inestabilidad de la marcha. Las cefaleas reportadas por la tarde, o a las
24h post-adminitracion eran probablemente un sintoma de resaca al beber
en ayunas a primera hora de la mafana. Se puede concluir que en general
las distintas dosis de alcohol fueron bien toleradas. Ninguno de los
voluntarios vomité la bebida administrada. Algunos voluntarios tuvieron
dificultades para ingerir la dosis de 80 g porque estaba muy concentrada y

comentaron que tenia mal sabor.

Los casos restantes de cefaleas (16) en la secuencia temporal no
estuvieron relacionados con el producto e investigacion. Todos los efectos

adversos, se resolvieron de forma autolimitada.
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9 DISCUSION

Los resultados principales de esta tesis son que las concentraciones de
los metabolitos no oxidativos del alcohol (FAEEs, EtG y EtS) aumentan en
relacion con la dosis de alcohol administrada y que la relacion entre el area
bajo la curva de las concentraciones de los distintos metabolitos y la dosis
de alcohol es no lineal. Se observa ademas una correlacion lineal positiva
entre el area bajo la curva de las concentraciones de alcohol y la de los
diferentes metabolitos no oxidativos. A su vez, el tiempo de deteccidn para
la mayoria de los metabolitos es superior al del alcohol (el tiempo de
deteccion maximo de los FAEEs para la dosis mas alta, de 80 g, es similar
al del alcohol, mientras que para EtG/EtS es superior a las 10 horas,

alcanzando hasta las 48 horas en orina).

Estos datos complementan los de un estudio previo (98) en el que se
administraron dosis mas bajas de alcohol (hasta 42g) en hombres. El
estudio incluido en esta tesis comprende un rango de dosis evaluadas mas
amplio (de 20 a 80 g) y han participado tanto hombres como mujeres, de
modo que permite la comparacion de las concentraciones maximas, del
area bajo la curva y del perfil temporal de los distintos metabolitos no
oxidativos del alcohol (FAEEs, EtG y EtS) entre ambos géneros. En
general se ha observado que las concentraciones de EtG y EtS en plasma
son superiores en mujeres que en hombres mientras que para los FAAEs

depende de la dosis administrada.

El interés por los metabolitos no oxidativos del alcohol ha crecido en los
ultimos afios debido a su potencial relevancia para propdsitos clinicos,
médicos y forenses. A diferencia de los biomarcadores tradicionales del
alcohol, que son parametros clinicos utilizados rutinariamente para el
diagndstico del consumo cronico de alcohol y su deteccién generalmente

se debe a los efectos tdxicos que el alcohol produce en el organismo. Estos
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marcadores indirectos de consumo han sido comentados en la

introduccion de esta memoria. (66)

La determinacion de las concentraciones de alcohol y de sus metabolitos
no oxidativos en diferentes matrices biolégicas confirma con una alta
sensibilidad y especificidad el consumo reciente de alcohol, en una
determinada ventana temporal (varia segun el biomarcador). Estas
determinaciones permiten estimar la cantidad y momento en que se ha
consumido el alcohol en el caso de las intoxicaciones y hacer un
seguimiento de la abstinencia en los consumidores cronicos. En el estudio
previo (98) tras la administracion de etanol a dosis que producen una
intoxicacion de baja a moderada (6-42 g) a voluntarios sanos se detectaron
concentraciones de metabolitos no oxidativos del etanol como los FAEEs
al menos durante 6 h en sangre y de EtG al menos hasta 24 horas en orina.
Las concentraciones de FAEEs (AUCO0-6 h, Cmax) Y la excrecion de EtG (0-
24 h) mostraron una alta correlacion con la dosis de etanol administrada.
Ambos metabolitos aumentaron a medida que lo hizo la dosis de alcohol y
se observo que sus tasas de formacién no seguian una tendencia lineal.
No obstante, la relacién entre el AUCO-6 h de alcohol y sus metabolitos si

que fue lineal.

Son multiples los ensayos clinicos que han determinado estos metabolitos
tras el consumo de alcohol, sin embargo, hay muy pocos de ellos que se
hayan administrado un rango de dosis tan amplio como en este estudio.
Las dosis administradas comprenden desde un consumo leve o patron de
consumo mediterraneo, hasta dosis altas que pueden generar una
intoxicacion en ambos géneros. Este estudio integra datos sobre las
concentraciones de los biomarcadores / metabolitos de alcohol mas
comunmente descritos en la literatura (FAEEs, EtG EtS), sus diferentes

tasas de eliminacion y permite correlacionar las concentraciones con los
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efectos subjetivos que producen las distintas dosis de alcohol

administradas.

Cabe destacar que los resultados de esta tesis doctoral se han obtenido
en voluntarios sanos que no cumplen criterios de abuso de alcohol y que
no tienen enfermedades intercurrentes como insuficiencia renal o hepatica.
Ambos factores podrian modificar tanto las concentraciones de alcohol
como sus efectos subjetivos, y del mismo modo también podrian alterar la

farmacocinética de los distintos metabolitos no oxidativos.

Los resultados de nuestro estudio son congruentes y similares a los que
se han observado en estudios experimentales previos (73,75,99). En estos
estudios se demuestra que a medida que aumenta la dosis de alcohol
aumentan sus concentraciones y tiempo de deteccion, observandose un
incremento en la Cmax lineal a medida que aumenta la dosis de alcohol,
mientras que para el AUC la relacién pierde la linearidad. Para algunos de
los metabolitos en otros estudios también se observa también que el AUC

se produce un mayor incremento con las diferentes dosis.

La discusion de esta memoria se ha dividido en varios apartados
considerando las diferentes variables estudiadas, los sujetos y las dosis de
alcohol seleccionadas. Ademas, en la discusion se ha hecho énfasis en
justificar las diferencias de género encontradas en la farmacocinética y
farmacodinamia del alcohol, centrandose en la deteccion de alcohol en
sangre, la deteccién de los biomarcadores no oxidativos en diferentes
matrices biolégicas, en los efectos subjetivos del alcohol y en los cambios

producidos en las constantes vitales.
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9.1 Farmacocinética del alcohol

En el estudio se administraron dosis de alcohol entre 20 y 80 g. Las
concentraciones de alcohol en sangre obtenidas, como era de esperar,
aumentaron con la dosis de alcohol administrada en ambos géneros
siguiendo para la Cnax una relacion lineal con la dosis mientras que para el
AUC la relacion dejo de ser lineal a dosis elevadas. Las concentraciones
maximas de alcohol fueron mas altas en las mujeres que en los hombres,
y también se observo que la tmax del alcohol se retrasaba con las dosis mas
altas en hombres en comparacion con las dosis bajas, algo que no sucedié
en las mujeres. Las diferencias de género en la farmacocinética del alcohol
ya se habian constatado en estudios previos. Las concentraciones de
alcohol superiores en las mujeres después de consumir cantidades
equivalentes a las de los hombres (100) se atribuyen a un menor volumen
de distribucion (Vd) en las mujeres y a una disminucion de la ADH gastrica,
lo que resulta en una disminucion del metabolismo de primer paso y un
aumento de la biodisponibilidad (19). Por este motivo las concentraciones
de alcohol en las mujeres fueron superiores para todas las dosis a las de
los hombres, resultando en diferencias significativas entre géneros en la
Cmax, AUC y curso temporal. El area bajo la curva de las concentraciones
de alcohol de 0 a 10h (AUC10h) fue mas alta en las mujeres que en los
hombres para las 3 dosis que fueron comparadas, lo que a su vez coincide

con el aumento en las concentraciones maximas (Cmax) €n las mujeres.

Por otro lado, se observaron importantes diferencias entre sujetos de un
mismo género para una misma dosis. El coeficiente de variacion para las
distintas dosis de alcohol en la alcoholemia fue del 25-56% en hombres y
de el 41-56% en las mujeres. Las diferencias interindividuales en las
concentraciones de alcohol se deben a multiples factores como el estado
nutricional, la dieta, la etnia y la genética (101).Los cambios en la funcion

gastrointestinal (vaciamiento gastrico, tiempo de transito intestinal y flujo
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sanguineo portal) también se deben tener en consideracion y pueden

explicar la variabilidad.

El ritmo de vaciado gastrico tiene un impacto significativo en la velocidad
a la que se absorbe el alcohol, porque el alcohol se absorbe mucho mas
rapido desde el intestino delgado que desde el estomago (34,102) lo que
podria explicar las diferencias en la tmax con las distintas dosis halladas en

los hombres.

La evidencia sugiere que en las diferencias en la farmacocinética del
alcohol entre hombres y mujeres también intervienen, al menos
parcialmente, los niveles de hormonas sexuales. Las hormonas
contribuyen a la variabilidad en la absorcion, distribucion y metabolismo
del alcohol (103,104). Asi por ejemplo, el aumento de los niveles séricos
de progesterona en las mujeres se asocidé con tasas mas rapidas de
eliminacion del alcohol, algo que no sucedié en los hombres (105).Sin
embargo, los cambios en los niveles de estradiol y progesterona
relacionados con el ciclo menstrual no afectaron el metabolismo del
alcohol o explicaron las diferencias de género en el metabolismo del
alcohol en otros estudios en humanos (18,106). En nuestro estudio uno de
los criterios de inclusidn requeria que las mujeres participantes tuvieran un
ciclo menstrual de duracion entre 26-32 dias y que fuera regular. Sin
embargo, no se controlé la fase del ciclo menstrual ya que podian participar
independientemente de la fase del ciclo en que se encontraran el dia de la
sesion experimental. Un estudio que evalud el efecto del ciclo menstrual
sobre la farmacocinética del etanol en diez mujeres caucasicas encontro
que la farmacocinética del etanol no era diferente entre las fases lutea y
folicular (107) y por este motivo se decidié no tenerlo en cuenta en el
estudio. Por otro lado, dado que el papel de los anticonceptivos orales
sobre la farmacocinética del alcohol es controvertido, se decidid excluir a

las mujeres que los tomaban del estudio. En este sentido la toma de
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anticonceptivos orales se asocié con mayores niveles de acetaldehido en
algunos estudios (108)(109), mientras que en otros se reportaron menores
tasas de eliminacion y desaparicion del etanol (27) o no se reportd ningun
efecto sobre el metabolismo del alcohol (28,29). El uso de estos
medicamentos hubiera sido un factor de confusién de cara a comparar
hombres y mujeres. Su uso podria haber modificado las concentraciones

en las mujeres que los tomaran e introducir mayor variabilidad.

9.2 Dosis de alcohol seleccionadas

Se escogieron distintas dosis de alcohol para poder estudiar la relacion
entre la dosis de alcohol y la formacién de los distintos metabolitos no
oxidativos. Las dosis escogidas abarcaban desde un patrén de consumo
mediterraneo de 20 g alcohol, correspondiente a 2 copas de vino, hasta
dosis que producian claramente una intoxicacion, 80 g de alcohol,
correspondiente a 8 copas de vino. Segun el NIAAA (110) se define como
un consumo moderado de alcohol el de hasta 1 bebida al dia para las
mujeres y de hasta 2 bebidas al dia para los hombres. Segun la OMS,
mientras que el consumo de riesgo se situa entre los 40-60 gramos de
alcohol puro al dia en el caso de los hombres (4-6 UBE), en las mujeres
es de 20-40 gramos (2-4 UBE). Superados esos 60 6 40 gramos al dia (6-
4 UBE) respectivamente, el consumo puede ser perjudicial, es decir, tiene

efectos sobre la salud fisica y/o mental, y puede derivar en dependencia.

En nuestro estudio, las dosis de alcohol administradas fueron de 2-6 UBE
para las mujeres y en hombres de 2-8 UBE, por lo que las dosis
administradas, abarcaban una gran variedad de dosis para ambos géneros
que iba desde un patrén de un consumo moderado a un consumo de
riesgo. Estudios realizados por otros investigadores y otros realizados en

nuestra unidad habian administrado dosis Unicas de alcohol similares y/o
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superiores en voluntarios sanos sin que llegaran a presentar
acontecimientos adversos clinicamente relevantes, por lo que se considero

segura su administracion.

Una de las razones para no estudiar la dosis de 80 g en ambos géneros
en nuestro estudio es que se considerd que las concentraciones de alcohol
en mujeres iban a ser demasiado altas como para ser bien toleradas (la
alcoholemia previsible en mujeres de unos 60-65kg con una dosis de 80 g
es de 2 a 2,2 gramos/L). Las mujeres comienzan a tener problemas
relacionados con el alcohol a niveles mas bajos que los hombres. Una
razon es que, en promedio, las mujeres pesan menos que los hombres.
Ademas, el alcohol se dispersa en el agua del cuerpo, y libra por libra, las
mujeres tienen menos agua en su cuerpo y mayor porcentaje de grasa que
los hombres. Asi pues, después de que un hombre y una mujer del mismo
peso consuman la misma cantidad de alcohol, la concentracién de alcohol
en la sangre de la mujer tendera a ser mas alta debido a que tendra un
menor volumen de distribucion, acorde a la formula siguiente:

concentracion inicial= dosis/volumen distribucion.

Aunque no existe un consenso mundial sobre la ingesta maxima diaria
recomendada (o los limites seguros) de alcohol algunas de las dosis
administradas en este estudio (60-80g) exceden claramente las
recomendaciones. En el metaanalisis realizado por (Di castelnuovo et al.
2006) (111), dosis de hasta 40 g al dia en los hombres y de hasta 20 g al
dia en las mujeres redujeron la mortalidad total y la cardiovascular. Dosis
mayores se asociaron con un aumento de la mortalidad. En otro estudio
se observo que el menor riesgo de enfermedad coronaria ocurria con 1-2
bebidas al dia, mientras que el menor riesgo de ictus ocurria con un
maximo de 1 bebida al dia (112).
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En la actualidad se considera el alcohol como un problema de salud global
colosal en el que las reducciones de los dafos relacionadas con la salud
asociados a niveles bajos de consumo de alcohol son superadas por el

mayor riesgo de otros dafios relacionados con la salud, incluido el cancer

(5).

Los efectos subjetivos producidos por las dosis bajas de alcohol de 20 y
40 g de alcohol fueron leves, en comparacion de las dosis altas de 60 y 80
g. A pesar de ello las bebidas fueron bien toleradas. No se produjeron
acontecimientos adversos graves ni cambios importantes en las
constantes vitales, por lo que estas dosis podrian utilizarse en futuros
estudios. Para algunos individuos, consumidores recreacionales de
alcohol, estas dosis se encuentran entre las dosis habituales los dias de
mayor consumo (fin de semana). Las dosis mas altas administradas en el
estudio cumplen con los criterios de consumo de alcohol en atracon o
binge drinking, que consiste en el consumo de al menos 4 bebidas en las
mujeres y de al menos 5 bebidas en los hombres en un intervalo maximo

de 2 horas, alcanzando alcoholemias de 80 mg/dl (113).

Decidimos administrar a los voluntarios dosis fijas de alcohol y no
ajustadas al peso porque queriamos reflejar una situacién de consumo
mas realista. Se administraron dosis de alcohol de 2, 4, 6 y 8 UBE, todas

ellas multiples de la dosis mas baja para facilitar las comparaciones.

Las dosis administradas teniendo en cuenta el peso de los voluntarios
fueron las siguientes: la dosis de 20 g en las mujeres incluidas represento
una dosis de 0,34 g/kg vs. 0,28 g/kg en los hombres, la de 40 g 0,68 g/kg
en las mujeres vs. 0,61 g/kg en los hombres, la de 60 g 0,90 g/kg en las

mujeres vs 0,82 g/kg en los hombres y la de 80 g 1g/kg en los hombres.
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9.3 Sujetos seleccionados

En nuestro estudio se pretendia estudiar principalmente la relacion de los
biomarcadores no oxidativos del alcohol con la dosis, tras la administracion
de diferentes dosis Unicas de alcohol. Para ello los sujetos deberian ser
sanos y que no tuvieren ninguna enfermedad que pudiera alterar el
metabolismo del alcohol, por lo que principalmente fueron escogidos

adultos jévenes, la mayoria estudiantes, de ambos géneros.

En un estudio previo se comparé el AUC de 0 a 6h (AUCO0-6h) y la Cmax de
alcohol en hombres y mujeres teniendo en cuenta la edad (114). Se
administraron cantidades iguales de etanol [0,3 g/kg en 8 onzas (236 mL)
de zumo de frutas] en ayunas a hombres y mujeres jovenes (entre los 21
y 40 afos de edad) y a hombres y mujeres de mayor edad (mas de 60
anos.). EI AUCO-6h de etanol fue mas alta en los hombres mayores que
en los jovenes, y en el caso de las mujeres las de mayor edad tuvieron
mayor Cmax Y AUCO0-6h. Sin embargo, las diferencias relacionadas con la
edad en la farmacocinética del etanol no se observaron cuando el etanol
se consumia después de una comida. Asi pues, las concentraciones
maximas de alcohol pueden ser significativamente mas altas para las
mujeres mayores que para los hombres mayores y la diferencia de edad
puede ser eliminada cuando el etanol es ingerido con una comida de
carbohidratos. Las mujeres mayores estaran expuestas a una cantidad
significativamente mayor de alcohol cuando beben en ayunas que los
hombres mayores o las personas mas jovenes de ambos géneros y tienen
por tanto mayor riesgo de padecer las complicaciones generadas con el
consumo de riesgo de alcohol. Los futuros estudios experimentales
podrian disefiarse en sujetos con diferentes rangos de edad de modo que

sus resultados serian extrapolables a las personas de mayor riesgo.
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Por otro lado, el patrén de consumo de alcohol en atracén previamente
descrito se ha relacionado también con un mayor numero de

complicaciones para la salud.

9.4 Biomarcadores no oxidativos en plasma
9.4.1 Esteres etilicos de acidos grasos (FAEEs)

Son multiples los ensayos clinicos (41,72,74) que han determinado estos
metabolitos tras el consumo de alcohol, sin embargo, hay muy pocos de
ellos en los que se hayan administrado tantas dosis de alcohol a ambos
géneros. Ademas, los estudios identificados no acostumbran a obtener
datos de otros biomarcadores simultdneamente.

Los FAEEs analizados en nuestro estudio se corresponden con los esteres
etilicos mas descritos en la literatura. Las concentraciones del etil palmitato
y el etil oleato fueron con diferencia los ésteres etilicos de acidos grasos
mas predominantes en la sangre después de la ingestion de alcohol con
las diferentes dosis administradas para ambos géneros, lo que coincide
con estudios previos (41,98,115).

Se observa en nuestro estudio una relacion no lineal entre el AUC de los
distintos FAEE y la dosis de alcohol administrada. El aumento en el AUC
es mas marcado entre los 20 y los 40 g de alcohol.

En relacion con la Crax y €l AUC de los diferentes FAEEs diferenciados por
dosis y geéneros, pudimos observar los resultados que se citan a
continuacion. La Cmax de los diferentes FAEEs detectada y la dosis de
alcohol ingerida estaban relacionadas. A mayor dosis administrada mayor
concentracion maxima de FAEEs. Esta premisa se cumplié para ambos
géneros hasta las dosis de 60 g. A dosis de 80 g en hombres la Crax de
los FAEE fue similar a la dosis de 60 g y en algunos casos incluso
ligeramente inferior. Este resultado se presentd para la mayoria de los

FAEEs a excepcion del etil palmitato. Sin embargo, a diferencia de la Crax,
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el AUC era superior con la dosis de 80g, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas en todos los FAEEs a excepcion del
linoleato y del araquiddnico.

Este fendmeno posiblemente sea debido a una saturacién enzimatica
debido a que, en humanos, como se comentaba en la introduccion, los
FAEEs estan formados por un proceso en la esterificacion del etanol
facilitado por dos enzimas: FAEE sintasa y acil-CoAl/etanol O-acil-
transferasa (Figura 48). Las sintasas de los FAEEs se encuentran
principalmente en el higado y el pancreas. La formacién de FAEEs
depende de la dosis y de la concentracion de alcohol en sangre (BAC). La
esterificacion de acidos grasos con etanol es mas prominente cuando la

BAC es alta y las vias oxidativas estan saturadas (116).

Figura 48. Formacioén y degradacion enzimatica de los FAEEs (modificada
de Heier C, Xie H) (59)
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En consecuencia, los tejidos que tienen un metabolismo oxidativo limitado
pueden tener mas etanol para ser metabolizado a través de la via no
oxidativa (117). La relacion entre las dos vias metabdlicas para el etanol

se ha demostrado ya que existe acumulacion de FAEEs en el tejido en
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presencia de inhibidores del metabolismo oxidativo del etanol
(116,118,119). Especificamente, se observd que la inhibicion del
metabolismo oxidativo del etanol dié lugar a un aumento de dos a tres
veces del metabolismo no oxidativo del etanol en ratas (116) y a un
aumento significativo de los FAEEs en el pancreas, el plasma y el higado
in vivo en ratas (119). Estos resultados fueron corroborados por otro
estudio en humanos (23), que demostré un aumento de los FAEEs en
plasma tras la inhibicion del metabolismo oxidativo del etanol por el
tratamiento con 4-metilpirazol. Ademas, esto se demostréo en lineas
celulares derivadas de tejido hepatico humano tumoral (Células HepG2) ,
que son inherentemente deficientes en ADH (120). En general, es evidente
que las vias oxidativas y no oxidativas estan metabolicamente unidas y el
aumento de la produccién de los FAEEs se debe a un cambio de las vias
oxidativas hacia las vias no oxidativas de etanol por exceso de sustrato
(116).

Las concentraciones del etili linoleato y del acido araquidonato fueron
inferiores a los otros FAEEs. Los unicos dos acidos grasos esenciales
para el ser humano son el a-linolénico (18:3w-3) y el linoleico (18:2w-6).
Al ser dos acidos grasos esenciales que se obtienen de la dieta requieren
de la ingestion de un precursor en la dieta para generarlos, y esta seria la
explicaciéon para las menores concentraciones de linoleato en nuestro
estudio. Los acidos grasos esenciales se encuentran sobre todo en el
pescado azul, las semillas y frutos secos, como las de girasol, linaza o las
nueces Yy en aceites el de oliva o pescado. El desayuno que recibieron los

voluntarios no contenia estos alimentos.(121)

En nuestro estudio se ha observado que las mujeres tenian valores de Crax
y AUCO-10h para los distintos FAEEs (excepto linoleato) discretamente
superiores que los hombres, sobre todo con 20 y 40 g, si bien en la mayoria

de casos estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. Las
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diferencias significativas entre hombres y mujeres fueron encontradas con
las dosis de 60 g para las concentraciones de etil linoleato y de etil
araquidonico, siendo superiores en el caso de los hombres. Estas
diferencias coinciden con estudios previos (22,23) donde tras la ingesta de
etanol se observd un pico de FAEEs aproximadamente dos veces superior
en los hombres en comparacién con las mujeres. Este hecho sorprende si
se tiene en cuenta la mayor tasa de alcoholemia en las mujeres, y por tanto
mayor cantidad de alcohol que puede transformarse en FAEEs. De hecho
las mujeres alcanzan concentraciones mas altas de alcohol en la sangre
que los hombres por cantidades iguales de etanol ingerido (23). Tienen un
metabolismo de etanol de primer paso disminuido en el estdmago, lo que
permite el transporte de grandes cantidades de etanol desde el tracto
gastrointestinal a la sangre, ademas tienen una actividad reducida de la
enzima ADH a nivel gastrico a diferencia de los hombres vy, por lo tanto,

una menor tasa de metabolismo.

Entre las posibles explicaciones de por qué las mujeres pueden tener
concentraciones maximas mas bajas de FAEEs esta que las mujeres en
este estudio eran todas premenopausicas, y por tanto tenian
concentraciones bajas de triglicéridos. Ademas, podria ser que en las
mujeres haya una disminucion de la actividad de las enzimas necesarias
para la sintesis de los FAEEs o un aumento de la actividad de las enzimas
implicadas en la degradacioén de los FAEEs (22). Dado que los FAEEs son
toxicos (119,122) las menores concentraciones en mujeres podrian
representar un intento de reducir la toxicidad mediada por el etanol (18,19).
Se ha reportado que la lipoproteina lipasa tiene FAEEs actividad sintética.
Otra enzima que degrada el triglicérido, la lipasa de carboxiléster, ha
demostrado tener actividad sintética de FAEEs menor en mujeres que
hombres (15). Por otro lado, las variaciones en la distribucion de los

diferentes FAEEs, la acumulacion de los FAEEs en tejidos especificos o
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los altos niveles de circulacion de los mismos podrian explicar las

concentraciones superiores halladas en los hombres.
9.4.2 Etilglucurénido (EtG) y Etilsulfato (EtS)

Los principales hallazgos de nuestra investigacion con respecto al EtS y
EtG, al igual que con los FAEEs, son que tras la administracion de las
diferentes dosis de alcohol existe una alta correlacion entre el area bajo la
curva de las concentraciones de EtG y EtS en plasma y el AUC del alcohol.
Ademas, se observa un mayor incremento de las concentraciones a partir
de los 40g. A diferencia de los FAEEs las concentraciones para el EtG y
EtS se detectaron mas alla de las 10h post administracion, llegando a un
periodo de deteccion de casi 20h para las dosis altas (60 — 80g en hombres
y 60 g en las mujeres) y siendo mas utiles por tanto para detectar
consumos en las 12 horas previas. Estos datos concuerdan con los
expuestos en otro estudio (123). En general, en relaciéon con la Chax y el
AUC del EtG y EtS, diferenciados por dosis y géneros, se pudieron
observar los resultados que se describen a continuacién. En el caso del
EtG la Cmax con 40 g fue 3 veces superior a la de 20g. Las diferencias entre
las concentraciones con las dosis altas (60 vs. 80 g) fueron mucho
menores. Las diferencias entre géneros fueron estadisticamente
significativas para el AUC con la dosis de 60g (mas en mujeres que en
hombres). Con respecto al EtS, las concentraciones con 40 g también
fueron 3 veces superiores a la de 20g. De igual manera las diferencias
entre las concentraciones con las dosis altas (60 vs 80 g) fueron mucho
menores. Las diferencias estadisticamente significativas entre hombres y
mujeres se encontraron para el AUC y para la Cmax con las dosis de 60g
(en todos los casos superiores para las mujeres).

Las diferencias entre géneros para EtG y EtS, con mayores
concentraciones en la mujeres, pueden ser debidas a la saturacion de la

via metabdlica principal del etanol (ADH) y una mayor disponibilidad de
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sustrato para las rutas de conjugacion (98,124,125). El EtG y EtS son
metabolitos de la fase Il del metabolismo no oxidativo del alcohol,
catalizados por las enzimas UDP glucoroniltransferasa (UGT) superfamilia
que utiliza UDP Acido glucoronido como cofactor o la sulfotransferasa
que utiliza 3'-fosfadenosina-5'-fosfosulfato como cofactor. Una pequefia
cantidad (<0.1%) puede conjugarse y ser excretada como Etilglucurénido
y Etilsulfato, respectivamente.(75)

La importancia de relacionar los niveles de EtG y EtS con el tipo de
consumo, se explica si entendemos que aproximadamente el 95% del
etanol absorbido se biotransforma en acetaldehido y que, del etanol
restante, una fraccion muy pequefia (< 0,1%) puede conjugarse y formar
EtG y EtS. En nuestro estudio esta fraccion también es inferior al 1%.

La formacion del EtG y EtS (Figura 49) se realiza por medio de multiples
isoformas de UGT, pero solo la UGT1A1 y la UGT2B7 parecen
desempenar un papel importante (35,61).

Figura 49. Formacion de EtG y EtS por la UGT y SULT (modificado de
Heier C, Xie H )(126)
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Con respecto al tiempo en alcanzar la concentracidon maxima o tmax existen
diferencias entre los 2 biomarcadores. Para el EtS la tnax a dosis bajas se

presentaba desde las 2h y se retrasaba hasta 4h con las dosis altas. Para
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el EtG con dosis bajas la tnax Se present6 a las 3h y con dosis altas se
presenté entre las 5 y 6 h. Estas diferencias en la tmax son debidas a que
el EtG es un metabolito de fase Il del EtOH, que tiene un peso molecular
de 222 g/mol (127), mientras que el EtS tiene un peso molecular de 126
g/mol (128).

Los niveles de EtG fueron ligeramente superiores a los de EtS en todos los
sujetos a excepcion de las dosis de 20g. Este dato es congruente con
algunos estudios (59,63,129) mientras que en otros se han reportado
concentraciones similares, tanto en suero como en orina. Otra posible
fuente de variacion interindividual en las concentraciones de EtG y EtS son
los cambios en su excrecion. La eliminacion prolongada en un sujeto con
enfermedad renal causaria niveles mas altos durante un periodo de tiempo
mas largo (130)

En los estudios publicados los niveles de EtG en sangre también son
mayores cuando se ingieren dosis mayores de etanol (129,131). Este
hecho indica que las enzimas de conjugacion hepatica que regulan la
formacion de EtG y EtS; UDP-glucuronosil transferasa (UGT), en su
mayoria 1A1 (35,127), y sulfotransferasa (SULT) (132) no estan saturadas

a las dosis de alcohol investigadas.

Los hallazgos de estudios previos (59,63,129) demuestran que las
concentraciones maximas de EtG y EtS en sangre se alcanzan 2-3,5 h
después del pico de alcohol y son detectables hasta 4-8 h después de la
eliminacién por completo del alcohol. En estos estudios se describe que el
tiempo de deteccion del EtG en sangre es hasta 8 horas mas largo que el
del alcohol mientras que el EtS puede detectarse en plasma
aproximadamente el doble de tiempo que el alcohol. Ambos
biomarcadores pueden detectarse en la sangre poco después del

consumo de alcohol (<45 minutos) (72,133)
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9.4.3 Excrecion en orina del Etilglucurénido (EtG) y del Etilsulfato
(EtS)

Para el EtS y el EtG se calculd la excrecion urinaria de 0 a 72 h mediante
la suma de las cantidades excretadas en cada uno de los intervalos en que
se recogio orina (0-6 h, 6-12 h, 12-24 h, 24-48 h, 48-72 h). Con respecto a
la Cmax y AUC en orina para el EtS y EtG diferenciados por dosis y géneros,
pudimos observar los siguientes resultados. Se observé un aumenté en
funcion del tiempo en cantidad de EtS/EtG excretada después de la
administracion de las diferentes dosis de alcohol en ambos géneros. Esto
ocurrid en menor medida después de la dosis de 80g en comparacién con
la dosis de 20g.Todas las muestras positivas en plasma para EtG y EtS
fueron positivas en orina para estos metabolitos en todos los voluntarios.
Se observaron diferencias en las Cmax y las AUC de las concentraciones
obtenidas en las diferentes matrices bioldgicas (plasma vs. orina) para el
EtS y el EtG. En orina, las Cnax para todas las dosis y en ambos géneros,
fueron superiores a las de plasma. Las determinaciones orina de EtG y EtS
fueron positivas hasta las 48h post administracion. Para el AUC en orina
las diferencias aparecen a partir de los 40g con todas las dosis y en ambos
géneros, tanto para el EtG como para el EtS. A pesar de ello no se
evidenciaron diferencias significativas entre géneros para las diferentes
dosis en el AUC y en la Cmax €n orina para ambos metabolitos. La tnax para
EtG-EtS con todas las dosis se produjo a las 6h, exceptuando la dosis de

80g en que la tmax para el EtG fueron 12h.

Podemos confirmar que después de un solo episodio agudo de ingesta de
alcohol, el EtG y el EtS en orina permanecen detectables durante 22-48 h
(dependiendo de la dosis administrada) y que el periodo de deteccién en
plasma para EtG y EtS supera al del alcohol en sangre en 4-8 h (6,7). El
periodo de deteccién en orina se ha descrito que puede ser muy superior,

de 40 hasta 130 h en bebedores empedernidos después de la abstinencia
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(23). La excrecion de EtG y del EtS se produce principalmente a través de
la orina y se ha demostrado que representa una pequefia parte (<0,1%) de
la eliminacién total de etanol. En nuestro estudio, el porcentaje de pmoles
excretados en 72h para el Etilglucurénido fue superior que, para el
Etilsulfato en todas las dosis, en la de 20g EtG vs EtS (0,018% vs 0,016%)
en la de 40g EtG vs EtS (0,034% vs 0,026%), en la de 60 EtG vs EtS
(0,051% vs 0,035%) y en la de 80 EtG vs EtS (0,058% vs 0,039 %). Asi
pues el porcentaje del alcohol ingerido que corresponde a la produccion
del etil glucoronido es del 0,02-0,06% y para el etil sulfato es de 0,010-
0,016% (61,66).

Al obtener concentraciones mas altas de EtS y EtG en orina, sugiere que
las mediciones de estos biomarcadores son mas sensibles en orina que
en sangre como ya ha estado expuesto previamente (134). Las
concentraciones en orina de EtG fueron superiores a las de EtS debido a
que el EtG estuvo mas concentrado en orina debido a su alto peso
molecular.

Nuestros datos sugieren que el porcentaje de etanol excretado como EtS
es comparable al de EtG (<0,1%) (135). La posibilidad de obtencién de
ambos biomarcadores en orina (EtG-EtS) puede resultar en una ventaja
significativa al sugerirse el uso complementario de estos marcadores o,

quizas, que un marcador pueda servir de confirmacién para el otro.

Una de las limitaciones del estudio fue que las concentraciones de EtG y

EtS no se normalizaron a una concentracion de creatinina.

El EtG y el EtS siempre fueron mucho mas altos en orina que en suero y
tuvieron un curso de tiempo similar tanto en suero como en orina en todos
los sujetos. Al comparar nuestros resultados con los de otros estudios
(73,136), obtuvimos concentraciones maximas de EtG y EtS muy similares
en suero, mientras que la Cnax urinaria fue ligeramente superior. Debido a

que la excrecion de EtG y EtS se ve afectada por la ingesta de agua,
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normalizamos las concentraciones en comparacion con el volumen de
orina y los valores de creatinina. Encontramos mejores resultados en
términos de menor intervariabilidad, cuando las concentraciones se
normalizaron usando el volumen de orina y los valores expresados como
masa excretada por unidad de tiempo (Tabla 2). En muchos voluntarios,
después de la administracion de 4 y 8 UBE, las concentraciones urinarias
de EtG y EtS muestran una respuesta bifasica de perfil temporal. Esto es
menos obvio cuando los valores se normalizan contra el volumen de orina

y/o las concentraciones de creatinina.

Por otro lado, las concentraciones de EtG en orina siempre fueron mas
altas que las concentraciones en sangre coincidiendo con los datos de
estudios previos (72,75,123). Otra posible limitacién en la correcta
deteccion de ambos biomarcadores es el potencial de formaciéon y
degradacion in vitro de los mismos, tal y como han descrito por algunos
autores (136-139). La hidrdlisis de EtG causada por microbios en
infecciones del tracto urinario, especialmente Escherichia coli, es completa
en 3-4 dias (138) mientras que para EtS se demostrd una estabilidad de la
muestra de hasta 11 dias (137). Tratandose de voluntarios sanos y
teniendo en cuenta que en el momento de la sesion experimental no tenian
infecciones de ftracto urinario activas, no se espera que nuestros
resultados puedan estar confundidos por estos motivos. Como lo
describen Baranowski et al(140,141) hay casos positivos para EtS vy
negativos para EtG por lo que la determinacién conjunta de ambos

biomarcadores puede ser mas util.

9.5 Efectos subjetivos
9.5.1 Cambios en la EAV embriaguez “borrachera”

En general se observo que los efectos subjetivos del alcohol aumentan con

la dosis administrada (EAV embriagado y BAES estimulacion). Para la
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BAES de sedacién se observd la misma tendencia, pero solo en las
mujeres. Al comparar ambos géneros, tal y como se esperaba, las mujeres
presentaron mayores efectos subjetivos del alcohol medidos con la EAV

embriagado y la BAES de sedacion.

En la introduccion de este trabajo de tesis doctoral se ha mencionado la
elevada prevalencia del consumo de alcohol en nuestra sociedad. La
informacioén sobre las cantidades reales de consumo de alcohol se puede
recopilar mediante diversos cuestionarios disenados especificamente. Sin
embargo, todos ellos dependen de los autoinformes aportados por los
sujetos que pueden estar sesgados ya que la informacién seria
dependiente de la memoria y la minimizacion o maximizacion del consumo
por lo que a menudo son poco fiables (69). Uno de los cuestionarios
utilizados para la identificacion de trastornos por consumo de alcohol es el
test (AUDIT), que se utiliz6 como cribaje de los voluntarios para ser
seleccionados para el estudio. Para ser incluidos los voluntarios debian
tener una puntuacion inferior a 13. Se tuvieron en cuenta criterios de
correccion ya que puntuaciones 213 requirieron entrevista psiquiatrica
para descartar dependencia al alcohol, si bien algunos autores mencionan
un puntaje de mas de 13 en el caso de las mujeres y de 15 en los hombres

como indicativos de una probable dependencia. (142)

Los sujetos puntuaron en las escalas EAV (Escala Analégica Visual) que
median la sensacién de embriaguez “borracho” en diferentes tiempos de
la sesion experimental (momento real), previamente a la sesion
experimental (momento predicho) y a las 24 horas de la sesién
experimental (recordatorio 24h). En general, los resultados que se
obtuvieron con la EAV de embriaguez (“borrachera”) son congruentes con
la idea extendida de que, a mayor dosis de alcohol, mayor sensacion de
borrachera. Esta premisa se cumplié tanto en hombres como en mujeres.

Se observaron diferencias en la Enax entre géneros para todas las dosis de

Universitat Autbnoma de Barcelona / Tesis Doctoral 206



DISCUSION

alcohol, puntuando las mujeres mas que los hombres, siendo esta

diferencia significativa para las dosis de 40 g.

Es de destacar que cuando comparamos la borrachera en los tres periodos
(prediccion, real, y recordatorio 24h) entre hombres y mujeres
encontramos diferencias estadisticamente significativas (prueba de
Wilcoxon: Z = 2,71; p = 0,004) para la embriaguez real con la dosis de 40
g. En este caso, los valores de la EAV entre los hombres (mediana=61;
media=62,6; DE=14,8) superaron claramente los valores de las mujeres
(mediana=30; media=35,1; DE=14,8). Este hecho va en contra de lo
esperado, a pesar de que las mujeres mostraron un BAC mas alto y podria
explicarse por el hecho de que las participantes en la dosis de 40 g tuvieran
una mayor tolerancia al alcohol. Con la dosis de 40g las mujeres tenian un
consumo previo superior de alcohol que los hombres de 1,61+0,32
UBE/dia vs. 1,34+0,55 UBE/dia respectivamente. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre géneros para el resto de
las dosis y periodos probablemente debido a una alta variabilidad en la
tolerancia al alcohol de los distintos sujetos (para evitar este hecho todos

los sujetos deberian haber tomado todas las dosis).
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9.5.2 Cuestionario de Identificaciéon de dosis

Al final de la sesidn, se utilizo el cuestionario de identificacion de la dosis,
para ver la coincidencia en la impresion que habian tenido los voluntarios
sobre la dosis recibida y la dosis real. En 21 mujeres, 7 por cada dosis,
se observé coincidencia en 4 casos para las dosis de 20g, 4 para la dosis
de 40g y 1 en la de 60g, lo que resulta en un acierto en el 42.9% de los
casos, con un coeficiente Cohen's Kappa de: 0.143, lo que sugiere una
concordancia deficiente (143).

Con respecto a los hombres, en 24 voluntarios, 8 para cada dosis, se
observd que coincidieron 3 casos para la dosis de 20g, 3 para la dosis
de 40g, 3 para la dosis de 60g y 6 para la dosis de 80g, lo que resulta en
un acierto en el 50% de los casos, con un coeficiente Cohen’s Kappa

de: 0.25, lo que sugiere una concordancia ligera.

9.5.3 Cambios en los efectos bifasicos del alcohol (BAES)

Esta escala permite evaluar los efectos subjetivos del alcohol a lo largo
del tiempo, mientras ascienden y descienden sus concentraciones,
detectando efectos estimulantes en la fase de ascenso de las
concentraciones y efectos (sedantes en la fase de descenso
principalmente. En general, los resultados demuestran que, a mayor
dosis, mayor Emax €n la subescala de estimulacion, siendo las Emax
superiores en los efectos estimulantes en las mujeres con las dosis de
60 g y en los hombres con la dosis de 80 g. Llama la atencion que la tmax
fue mas tardia segun se incrementaba la dosis de alcohol en ambos
géneros. No obstante, las diferencias entre géneros no fueron
significativas.

En la Emax de la subescala de sedacion se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos géneros para la dosis de 60

g. En las mujeres segun se incrementé la dosis, la Emax fue mayor, sin
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embargo, en los hombres no tuvo relacion con la dosis. En hombres para
dosis altas de 80 g la Enax fue menor que con los 40 g. La mayor
tolerancia al alcohol de los invididuos que tomaron 80 g podria explicar
estos resultados. El curso temporal de las puntuaciones de BAES fue
similar en ambos géneros, con puntuaciones ligeramente superiores en

las mujeres en el efecto sedante.

En nuestro estudio se superponen los efectos estimulantes y sedantes
durante la fase ascendente de las concentraciones mientras que en la
fase descendente predominan los efectos sedantes. En otro estudio se
observd que los efectos estimulantes se presentaban previamente a los
efectos sedantes, en un grupo de adolescentes (144). Debido a que los
efectos estimulantes surgen antes que los efectos sedantes durante una
sesion de consumo de alcohol, los intentos de mantener o mejorar un
cierto grado de efecto estimulante durante una sesién de consumo de
alcohol pueden ser la causa de la mayor cantidad de alcohol consumido

en cada ocasion para algunas personas.

Una de las razones para que se puntle mas en la escala estimulacion
del BAES que en la escala sedacion es que la primera se ve mas
afectada por las expectativas de consumo que pueden generar las
distintas dosis de alcohol dentro del entorno controlado como lo era la
unidad de ensayos clinicos. En estudios similares se observo que con
dosis bajas se produjeron ambos efectos subjetivos de tipo estimulante
y sedante durante el periodo ascendente de la curva dosis-respuesta (30
y 60 min después de la ingestién), y sélo efectos de tipo sedante durante
la fase descendente (90 y 180 min.). En nuestro caso los efectos
estimulantes inician durante los primeros 30 minutos, para todas las
dosis y se mantienen hasta los 60 minutos exceptuando la dosis de 20
g, mientras que en la fase descendente de las concentraciones los
efectos sedantes se inician a partir de los 90 minutos, lo que coincide

con los hallazgos de otros estudios (97). Los efectos estimulantes del
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alcohol se consideran positivos y a menudo provocan un mayor consumo
(145) presentandose antes que los efectos sedantes del alcohol, que a
menudo se consideran negativos (146), y pueden facilitar la interrupcién
del consumo. Las diferencias interindividuales en la respuesta bifasica al
consumo de alcohol pueden estar relacionadas con la diferente

tolerancia y expectativas de los sujetos participantes.

9.5.4 Efectos fisiolégicos

A modo de resumen en las constantes vitales se observd una
disminucion en el Emax en todas las dosis en ambos géneros tanto para
la PAS como para la PAD. En la PAS y en la PAD no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas por dosis ni por género para
el Cmax, tmax 0 AUC. Se hallaron cambios en la frecuencia cardiaca que
consistieron en un aumento de la Emax con la dosis de alcohol, pese a
ello las diferencias fueron estadisticamente significativas solo para los
hombres. Los efectos iniciales sobre la frecuencia cardiaca y la presion
arterial detectados son concordantes con estudios anteriores que
mostraron un aumento de la frecuencia cardiaca y una disminucion de
la presion arterial diastélica después de la ingesta de 0,5 mL/kg a 1,0
g/kg de etanol (147,148) Cuando se realizd la comparacion por dosis en
la FC las diferencias se encontraron entre las dosis de 20-80 g, 40-80 g,
60-80 g. Finalmente en relacion a la T° se encontraron pequefias
variaciones que fueron estadisticamente significativas en los hombres.
Al realizar el analisis estadistico comparativo de las diferentes dosis para
la variable temperatura, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para las comparaciones entre 20 vs 40 g y 40 vs 60 g. Estas
diferencias, a favor de mas temperatura con mayor dosis se explicarian
por la vasodilatacion, sensacion de calor, flushing facial, y aumento de

la frecuencia rdiaca que produce el alcohol.
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9.6 Fortalezas y limitaciones

Fortalezas

Este estudio confirma la hipétesis generada con variables secundarias de
un estudio predecesor realizado en nuestro centro (98) solo en hombres,
en el que se propuso una tendencia no lineal en la formaciéon de varios
metabolitos no oxidativos del alcohol en relacion con la dosis. No se ha
encontrado otro estudio que evalue este aspecto en ambos géneros y en
un rango de dosis tan amplio, que cubre desde un consumo moderado en
el marco de un patrén dietético hasta dosis que generan una intoxicacion
etilica aguda y pueden cumplir criterios de patron de consumo de alcohol

en atracén-binge drinking.

Se pudieron evaluar los efectos subjetivos del alcohol en adultos jévenes
de ambos géneros en tres periodos diferentes y compararlos entre ellos.
Estos periodos incluyeron la medicion antes de las sesiones (expectativa),
los efectos durante la sesion experimental (efectos reales) y el recuerdo
del efecto medido a las 24 horas de la administraciéon. Los estudios que
comparan las expectativas con los efectos reales no lo han hecho tampoco

en un rango de dosis tan amplio.
Limitaciones

En primer lugar, el disefio del estudio constituye una limitacion tanto para
las comparaciones entre dosis, al no tratarse de los mismos sujetos, como
para la medicion de las variables subjetivas, al no tener grupo placebo. No
fue un disefio doble ciego, controlado con placebo, aleatorizado, ni
cruzado. Los sujetos que mas alcohol consumian se asignaron a los
grupos de mayor dosis de alcohol para asegurar que las dosis fueran bien
toleradas y este hecho podria haber contribuido a sesgar las

comparaciones entre dosis y entre géneros para los efectos subjetivos. Sin
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embargo, al ser las concentraciones la variable principal se considera que

el disefio es valido para cumplir con su principal objetivo.

Aunque nuestro estudio tiene una n mayor que estudios previos que
comparan ambos géneros, el tamano de la muestra continia siendo
reducido. Ademas, no existié un grupo femenino para la dosis de 80 g, en

este caso por razones de seguridad.

Por razones presupuestarias no se pudieron analizar otras matrices
biolégicas diferentes de las descritas como son el pelo y la saliva, que
hubieran complementado los datos aportados. Otra limitacion es que para
los efectos subjetivos, no se obtuvo la expectativa de los efectos y la
medicion a las 24h con las dosis de 20 g en los hombres por lo que la
comparacion de entre géneros para estas variables no se pudo realizar

con la dosis mas baja del estudio.

El estudio se ha realizado con dosis unicas de alcohol en voluntarios
sanos. Se desconoce qué resultados se habrian obtenido a dosis multiples
y en sujetos con un consumo de riesgo o en situacién de deshabituacion

alcohdlica, por lo que los resultados no son extrapolables a estos casos.
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9.7 Futuros estudios

Futuros estudios podrian estudiar la relacion entre la dosis de alcohol y la
formacion de los distintos biomarcadores administrando varias dosis de
alcohol en lugar una dosis unica, a lo largo de 2 horas, simulando un patrén
de consumo en atracon o binge drinking. Asi se podria determinar el perfil
y los parametros farmacocinéticos de los biomarcadores no oxidativos con
este patron de consumo, y comprobar que también puede ser mas

perjudicial en el caso de las mujeres.
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10 CONCLUSIONES

10.1 Después de la administracion de alcohol a dosis bajas, moderadas y

altas en un grupo de sujetos adultos jovenes se observé:

10.1.1 Un aumento desproporcionado de las concentraciones de alcohol
en relacién a las dosis administradas, que sugiere la presencia de
una cinética no lineal. Este fendmeno es conocido, pero no se
habia descrito en un mismo estudio como el presente que incluye

dosis de entre 20 a 80g de alcohol a dosis unica.

10.1.2 Las cocentraciones de alcohol fueron superiores en las mujeres
que en los hombres cuando se administraron dosis idénticas de
alcohol en el rango de 20-60g de alcohol. Las diferencias en la

distribucion y metabolismo pueden explicar estos resultados.

10.2 Despueés de administrar alcohol a dosis bajas, moderadas y altas se
aprecia que la tasa de formacion de los biomarcadores no oxidativos
del alcohol no sigue una tendencia lineal con respecto a las

concentraciones en magnitud (AUC).

10.2.1 Las concentraciones totales de EtG, EtS y la suma de los FAEEs
no sigue una relacién lineal con la dosis de alcohol administrada.
Este hecho se podria explicar por la saturacion de la via principal
de metabolismo del etanol y mayor disponibilidad de sustrato para

las rutas metabodlicas alternativas.

10.2.2 Las concentraciones de estos biomarcadores no oxidativos del
alcohol fueron superiores en mujeres respecto a la dosis

equivalente en hombres.
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Las diferentes tasas de eliminacion de los metabolitos no oxidativos
del alcohol permiten detectar el consumo habitual de alcohol una
amplia gama de plazos temporales para las dosis bajas, que van
desde horas hasta dias después del cese del consumo tras una
dosis experimental. No se detectaron concentraciones de EtG vy
EtS en plasma tras 20 horas desde la administracién aguda de
alcohol. En orina los metabolitos EtG y EtS ya no se detectaron

después de 48 horas tras la administracion aguda de alcohol.

10.3 En general se observo que los efectos subjetivos del alcohol

aumentaron con la dosis administrada.

10.3.1

10.3.2

10.3.3

La sensacién de borrachera y sedacion (EAV embriagado y BAES
de estimulacién) aumentaron con la dosis administrada. Para la
BAES de sedacion se observo la misma tendencia, pero solo en las
mujeres. Una parte de las diferencias en la sensacion de
embriagado-borracho se pueden explicar por la variabilidad entre

sujetos.

Respecto a los parametros cardiovasculares, la frecuencia
cardiaca maxima aumenté de forma significativa en relacién con la
dosis administrada, pero este aumento sdélo se observé en los

hombres.

Al comparar ambos géneros, tal y como se esperaba, las mujeres
presentaron mayores efectos subjetivos del alcohol medidos con la
EAV embriagado y la BAES de sedacion.
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